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4Zusammenfassung
Die DNA-Methylierung spielt in der epigenetischen Vererbung und in der Entstehung von
Krebs eine wichtige Rolle. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die DNA-Methylierung in
Drosophila Embryonen von Dnmt2 vermittelt wird. Dnmt2-Enzyme besitzen im Gegensatz zu
anderen eukaryotischen DNA-Methyltransferasen keine ausgedehnte N-terminale
„regulatorische“ Domäne, sondern bestehen vielmehr aus einer kompakten katalytischen
Domäne mit hoch konservierten DNA-Methyltransferase-Motiven. Die Mechanismen, die der
Regulation und Zielsteuerung dieser Enzyme zu Grunde liegen, sind noch unbekannt.
Deshalb wurde die Möglichkeit in Betracht gezogen, dass Dnmt2 durch Faktoren reguliert
sein könnte, welche die fehlende „regulatorische“ Domäne durch Protein-Protein-
Interaktionen ersetzen. Da die höchsten Mengen an 5-methyl-Cytosin während der frühen
Embryogenese detektiert wurden, erfolgte zur Identifizierung von Dnmt2-interagierenden
Proteinen ein Yeast Two-Hybrid Screen mit einer embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek.
Als primärer Interaktionspartner von Dnmt2 wurde dabei ein bisher uncharakterisiertes
Protein identifiziert, das im Folgenden als „IPOD“ (Interaction Partner Of Dnmt2) bezeichnet
wird. Die Interaktion zwischen Dnmt2 und IPOD konnte in Co-Immunopräzipitations-Assays
und GST Pull-down Assays bestätigt werden. Dabei gelang der Nachweis, dass die N-
terminale Domäne von Dnmt2 für die Wechselwirkung mit IPOD verantwortlich ist. In
Übereinstimmung mit der Konservierung von Dnmt2 in Drosophiliden zeigte eine nähere
Sequenzanalyse, dass das IPOD-Protein in diesen Spezies hoch konserviert ist. Des
Weiteren wies eine Western Blot Analyse mit einem spezifisch gegen IPOD etablierten
Antiserum auf eine entwicklungsspezifische Expression von IPOD während der frühen
Embryogenese hin. Eine Assoziation von IPOD mit chromosomaler DNA und eine Co-
Lokalisierung von Dnmt2 mit IPOD konnte Zellzyklus-abhängig sowohl in Drosophila
Embryonen als auch spezifisch in Polytän-Chromosomen aus Speicheldrüsen IPOD-
überexprimierender Larven nachgewiesen werden. In Übereinstimmung mit der Co-
Lokalisierung beider Proteine in Metaphasen führte die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD
in Drosophila Embryonen zu einem Verlust der Assoziation von Dnmt2 an Metaphase-
Chromosomen. Darüber hinaus resultierte die Überexpression von IPOD durch ein
induzierbares Transgen in Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster, in denen
endogen keine DNA-Methylierung nachweisbar ist, in eine Induktion der Dnmt2-Expression
und in eine signifikante DNA-Hypermethylierung des Fliegen-Genoms. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die DNA-Methylierung in Drosophila durch die Interaktion von Dnmt2 mit
IPOD reguliert wird.
5Summary
DNA methylation plays an important role in epigenetic inheritance and cancer. It has been
recently shown that DNA methylation in Drosophila embryos is mediated by Dnmt2. Dnmt2
enzymes contain only a catalytic DNA methyltransferase domain, while in contrast to other
eukaryotic DNA methyltransferases, they lack an extended N-terminal “regulatory“ domain.
The mechanisms underlying the regulation and targeting of these enzymes are unknown.
The possibility that Dnmt2 might be regulated by accessory factors that substitute for the
regulatory domain via protein-protein interactions was addressed. Based on the finding that
the highest levels of 5-methylcytosine occured during early embryonic stages, a yeast two-
hybrid screen with an embryonic Drosophila cDNA library was performed to identify Dnmt2-
interacting proteins. A previously uncharacterized protein, “IPOD“ (Interaction Partner Of
Dnmt2), was identified that showed strong and consistent interaction with Dnmt2. The
interaction between Dnmt2 and IPOD was confirmed via co-immunoprecipitation and GST
pull-down assays. The region of Dnmt2 responsible for the interaction was mapped to the N-
terminal domain. Consistent with the conservation of Dnmt2 in Drosophilidae, further analysis
of the protein revealed that IPOD is highly conserved in these species. Western Blot analysis
by a specific antiserum against IPOD revealed developmentally regulated expression during
embryogenesis. An association of IPOD with chromosomal DNA and a co-localization of
Dnmt2 and IPOD was detected in a cell-cycle dependent manner during metaphases in
Drosophila embryos and in salivary gland polytene chromosomes of IPOD-overexpressing
larvae. Furthermore, consistent with our hypothesis, the RNAi-mediated knockdown of IPOD
in Drosophila embryos resulted in a loss of Dnmt2-association to metaphase chromosomes.
In addition, overexpression of IPOD from an inducible transgene during stages of Drosophila
development, where no endogenous DNA methylation is detectable, induced the expression
of Dnmt2 and resulted in significant hypermethylation of the fly genome. These results
suggested that DNA methylation in Drosophila is regulated by the interaction betwenn Dnmt2
and IPOD.
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1. Einleitung
1.1 Epigenetik
Epigenetische Mechanismen wie beispielsweise die Methylierung von DNA dienen der
stabilen und vererbbaren Interpretation genetischer Information. Der Begriff „Epigenetik“,
also „überlagerte Genetik“, bezeichnet (genetische) Auswirkungen, die nicht durch
Modifikation der Nukleotidsequenzen der DNA bestimmt werden, sondern durch
übergeordnete Vorgänge. Dazu zählen die Modifikationen von DNA und Histonproteinen
bzw. Chromatinstrukturen, die zur Veränderung der Genexpression führen können. Diese in
die Aufrechterhaltung von bestimmten zell- bzw. gewebsspezifischen Expressionsmustern
von Genen involvierten epigenetischen Vorgänge sind essentiell für die Entwicklung
zahlreicher Organismen (Li et al., 1993; Stancheva et al., 2000; Finnegan et al., 1993).
1.2 DNA-Methylierung als epigenetisches Signal
DNA-Methylierung stellt eine hoch konservierte epigenetische Modifikation dar, die essentiell
für den korrekten Verlauf der Embryonalentwicklung von Mäusen, Zebrafischen, Fröschen
und Pflanzen ist (Li et al., 1993; Okano et al., 1999; Martin et al., 1999; Stancheva et al.,
2000; Ronemus et al., 1996; Finnegan et al., 1996). Anhand von konditionalen Dnmt1 DNA-
Methyltransferase-Mutanten konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass DNA-Methylierung
eine kritische Rolle für das Überleben und die Fähigkeit zur Ausübung der korrekten
physiologischen Funktion von Fibroblasten, neuronalen Zellen und T-Lymphozyten spielt
(Fan et al., 2001; Jackson-Grusby et al., 2001; Lee et al., 2001).
Des Weiteren ist DNA-Methylierung in die Regulation der Genexpression (Jackson-
Grusby et al., 2001; Stancheva et al., 2000), die genomische Prägung (genomic imprinting)
(Li et al., 1993), die Inaktivierung des X-Chromosoms (Panning und Jaenisch, 1996) und die
Transkriptionskontrolle von Retroelementen (Miura et al., 2001; Walsh et al., 1998) involviert
und spielt in Vorgängen wie Apoptose (Jackson-Grusby et al., 2001), der Aufrechterhaltung
der Genomstabilität (Chen et al., 1998) sowie bei der Entstehung von Krebs (Jones und
Laird, 1999; Baylin und Herman, 2000a) eine wichtige Rolle.
Ein Nachweis des Einflusses der DNA-Methylierung auf die entwicklungsspezifische
Regulation der Genexpression gelang in Xenopus laevis. Die Behandlung von Xenopus
Embryonen mit „antisense“ RNA gegen die Dnmt1 DNA-Methyltransferase führte zum
Verlust der DNA-Methylierung im Promotorbereich vieler entwicklungsspezifisch regulierter
Gene und somit zu einer frühzeitigen Aktivierung der zygotischen Genexpression und
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Entwicklungsstörungen (Stancheva et al., 2002; Stancheva und Meehan, 2000). Darüber
hinaus ist DNA-Methylierung im Promotorbereich von Säuger-Genen an der Regulation
gewebsspezifischer Genexpression beteiligt (Takizawa et al., 2001; Lee et al., 2001).
1.3 DNA-Methylierungssysteme
Cytosin-5 DNA-Methyltransferasen (Dnmts) sind evolutionär stark konserviert und
katalysieren die kovalente Modifikation des 5´-Kohlenstoff-Atoms eines Deoxycytidins in der
DNA mit einer von S-Adenosyl-Methionin (SAM) bereit gestellten Methylgruppe (Jackson et
al., 2002; Bestor, 2000). Eukaryotische DNA-Methyltransferasen lassen sich basierend auf
ihrer Sequenz in mehrere Gruppen aufteilen: Dnmt1/MET1, Dnmt2, Dnmt3/DRM sowie die
nur im Pflanzenreich vorkommenden Chromomethylasen (CMT) (Chen und Li, 2004).
Dnmt1 DNA-Methyltransferasen weisen eine Präferenz für hemimethylierte DNA auf
(Gruenbaum et al., 1982) und werden weitgehend als „maintenance“ DNA-
Methyltransferasen angesehen, welche die bereits etablierten DNA-Methylierungsmuster
aufrechterhalten, indem sie diese vom parentalen DNA-Strang auf den neu synthetisierten
Tochter-DNA-Strang kopieren. Diese Enzyme methylieren Cytosine im Kontext von CpG-
Dinukleotiden in vitro und in vivo (Gruenbaum et al., 1982; Bestor und Ingram, 1983; Lyko et
al., 1999) und spielen während der Entwicklung von Säugern eine essentielle Rolle (Li et al.,
1993). Die Sequenz und Funktion der Enzyme der MET-Klasse aus Pflanzen sind Dnmt1-
Enzymen aus dem Tierreich ähnlich (Finnegan et al., 1998).
Im Gegensatz zu Dnmt1 weisen Dnmt3-Enzyme eine Präferenz für unmethylierte
DNA auf (Okano et al., 1999) und werden als „de novo“ DNA-Methyltransferasen angesehen,
die DNA-Methylierungsmuster während der frühen Embryogenese etablieren und somit eine
essentielle Funktion ausüben (Hsieh, 1999; Lyko, 1999; Okano et al., 1999). Dnmt3a-
Enzyme methylieren Cytosine im Kontext von sowohl CpG als auch Nicht-CpG-Dinukleotiden
in vitro und in vivo (Ramsahoye et al., 2000; Aoki et al., 2001). Die katalytischen Motive der
„Domains Rearranged Methylases“ (DRMs) aus Pflanzen weisen Homologien zu Dnmt3-
Enzymen auf (Cao, 2000). Chromomethylasen (CMTs), die durch die Insertion einer
Chromodomäne zwischen die konservierten DNA-Methyltransferase-Motive II und IV
charakterisiert sind, bilden eine Pflanzen-spezifische Gruppe (Henikoff und Comai, 1998).
Sie vermitteln DNA-Methylierung an CpNpG-Stellen, was zur epigenetischen Stilllegung von
Genen beiträgt (Lindroth et al., 2001).
Interessanterweise scheint Dnmt2 das am höchsten konservierte eukaryotische DNA-
Methyltransferase-Gen zu sein, da es in zahlreichen Spezies, wie Schizosaccharomyces
pombe (Pinarbasi et al., 1996) bis hin zum Homo sapiens, nachweisbar ist. In Mammalia
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konnte demonstriert werden, dass Dnmt2 in der globalen „de novo“ bzw. „maintenance”
DNA-Methylierung nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die Mutation von Dnmt2 in murinen
Embryonalen Stammzellen zeigte keinen detektierbaren Effekt auf das bereits existierende
DNA-Methylierungsmuster oder die Fähigkeit, neu integrierte retrovirale DNA zu methylieren
(Okano et al., 1998b). Des Weiteren scheint Dnmt2 für die Entwicklung von Säugern nicht
notwendig zu sein, da Mäuse mit einer homozygoten Dnmt2-Mutation lebens- und
fortpflanzungsfähig sind, ohne offensichtliche phänotypische Abnormalitäten aufzuweisen
(M. Okano und E. Li, unveröffentlichte Ergebnisse, zusammengefasst in Chen und Li, 2004).
Dennoch konnte eine katalytische Aktivität von Dnmt2 Homologen aus Homo sapiens,
Drosophila melanogaster, Entamoeba histolytica und Mus musculus nachgewiesen werden
(Hermann et al., 2003; Kunert et al., 2003; Fisher et al., 2004; Mund et al., 2004).
Die von DNA-Methyltransferasen vermittelte Cytosin-5 DNA-Methylierung von CpG-
Stellen im Promotorbereich von Genen kann die Bindung individueller Transkriptionsfaktoren
beeinflussen oder Methyl-CpG-Bindeproteine, die als transkriptionelle Co-Repressoren
fungieren und mit Chromatin-Remodellierungskomplexen interagieren, rekrutieren und
dadurch selektiv die Expression von individuellen Genen beeinflussen (Bird, 2002). Methyl-
DNA-Bindeproteine (methyl binding domain proteins, MBD proteins) erkennen und
interpretieren methylierte DNA (Bird und Wolffe, 1999), indem sie als Modulatoren zwischen
DNA-Methylierung und Chromatinproteinen dienen. In Säugern wurden bislang sechs
verschiedene Methyl-DNA-Bindeproteine identifiziert: MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4
und Kaiso. MeCP2, MBD1 und MBD2 wurden als transkriptionelle Repressoren funktionell
mit der DNA-Methylierungs-abhängigen Stilllegung von Genen korreliert (Jones et al., 1998;
Nan et al., 1998; Lorincz et al., 2001; Ng et al., 1999). MBD3 ist eine integrale Komponente
des Mi-2-Nukleosomen Remodellierungs- und Deacetylase (NuRD)-Komplexes (Zhang et
al., 1999). Des Weiteren interagiert Dnmt1 direkt mit MeCP2 (Kimura und Shiota, 2003),
MBD2 und MBD3 (Tatematsu et al., 2000). MBD4 ist eine DNA-Glykosylase und in der
„Mismatch“-Reparatur von DNA involviert (Hendrich et al., 1999; Wu et al., 2003). Der
Transkriptionsfaktor Kaiso besitzt zwar keine konservierte Methyl-DNA-Bindedomäne (MBD),
bindet methyliertes „5mCGCG“ aber mit seiner Zinkfinger-Domäne. Verschiedene MBD-
Proteine könnten somit unterschiedliche Chromatin-Remodellierungs-Proteine und Komplexe
zur Regulation der Transkription an methylierte Zielstellen in der DNA rekrutieren. Den
regulatorischen Einfluss der DNA-Methyltransferasen auf diese Rekrutierung verdeutlicht die
Beobachtung, dass die direkte Bindung von Dnmt1 an die Transkriptions-Repressor-Domäne
von MeCP2 die Bindung des mSin3A-HDAC-Co-Repressor-Komplexes an diese Domäne
ausschließt (Kimura und Shiota, 2003).
Chromatin-remodellierende Enzyme nutzen die Energie der ATP-Hydrolyse für eine
Positionsverschiebung der Nukleosomen (nucleosome sliding) entlang der DNA. Dies kann
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entweder in eine erhöhte Zugänglichkeit bestimmter DNA-Sequenzen für die Transkriptions-
oder Replikationsmaschinerie resultieren (Narlikar et al., 2002), oder aber zu einer dauer-
haften Inaktivierung von Genen durch eine dichtere „Verpackung“ der DNA führen (Becker
und Hörz, 2002). Der Nachweis einer Abhängigkeit der DNA-Methylierung von Chromatin-
Remodellierungen gelang in Pflanzen, Mäusen und im Menschen (Jeddeloh et al., 1999;
Gendrel et al., 2002; Dennis et al., 2001; Gibbons et al., 2000). Mitglieder der Swi2/Snf2-
Familie ATP-abhängiger Chromatin-Remodellierungsfaktoren spielen eine bislang noch nicht
vollständig verstandene Rolle in der DNA-Methylierung. Beispielsweise wiesen Mutationen in
DDM1 (defective in DNA methylation) in Arabidopsis thaliana eine 70 %-ige Reduktion der
DNA-Methylierung auf, und Mutationen des Homologen Lsh (lymphoid specific helicase)
resultierten in einem vergleichbaren Verlust der DNA-Methylierung in Mus musculus (Vongs
et al., 1993; Jeddeloh et al., 1999; Geiman et al., 2001; Dennis et al., 2001).
Histone, die in Form von Nukleosomen der korrekten Verpackung der DNA dienen,
weisen an ihren exponierten N-terminalen Domänen kovalente Modifikationen wie
Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung und Ubiquitinylierung auf (Wolffe und Hayes,
1999). Abhängig von der Art und Position dieser Modifikationen in der Aminosäuresequenz
der Histone korrelieren diese Markierungen mit einer Aktivierung oder Repression der
Transkription von Genen, der Bildung von Heterochromatin sowie der Kondensation von
Chromosomen (Jenuwein und Allis, 2001; Strahl und Allis, 2000). Erste Hinweise auf eine
funktionelle Interaktion zwischen der Methylierung von Histonen und der DNA-Methylierung
lieferten Studien am filamentösen Pilz Neurospora crassa. In diesem Modellsystem ist die
von der „de novo“ DNA-Methyltransferase dim-2 (defective in methylation 2) vermittelte DNA-
Methylierung von der Aktivität der Histon H3-K9 Methyltransferase dim-5 direkt abhängig,
was auch durch einen Austausch von Lysin 9 des Histons H3 gegen eine nicht methylierbare
Aminosäure und dem daraus resultierenden Verlust der DNA-Methylierung bestätigt werden
konnte (Tamaru und Selker, 2001). Eine ähnliche Abhängigkeit der DNA-Methylierung von
der Histon H3-K9 Methylierung wurde in Arabidopsis thaliana (Jackson et al., 2002) und in
Drosophila melanogaster Embryonen (Kunert et al., 2003) beobachtet. Hier führte die
Mutation der Histon H3-K9 Methyltransferase KRYPTONITE bzw. Su(var)3-9 ebenfalls zu
einer Reduktion der DNA-Methylierung. Die ektopische Expression der murinen Dnmt3a
DNA-Methyltransferase in Drosophila resultierte in einer Hyperkondensation der
Chromosomen, Deregulation der Histon-Modifikationen und Letalität (Weißmann et al.,
2003). Durch die ektopische Expression von Dnmt3a in einem Su(var)3-9 mutierten
Hintergrund konnte diese Letalität teilweise verhindert werden (Weißmann et al., 2003). Auf
eine komplexe Beziehung zwischen der DNA-Methylierung und der Histon-Methylierung
weisen auch weitere Studien in Arabidopsis und im Homo sapiens hin, in denen der
Nachweis einer Abhängigkeit der Histon-Methylierung und der Ausbildung von
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Heterochromatin von der DNA-Methylierung gelang (Soppe et al., 2002; Tariq et al., 2003;
Bachman et al., 2003).
Eine weitere Komponente des Methylierungssystems stellen Proteine dar, die
spezifisch an bestimmte Histonmodifikationen binden. Heterochromatin Protein 1 (HP1)
bindet beispielsweise spezifisch an methyliertes Histon H3-K9 (Bannister et al., 2001).
Studien in Neurospora crassa, in denen die Mutagenese des HP1 Homologs zum Verlust der
DNA-Methylierung führte (Freitag et al., 2004), legen eine direkte Funktion von HP1 als
Adapterprotein nahe, das Dnmts an H3-K9 methylierte Regionen rekrutiert. Der Nachweis
einer direkten Interaktion der DNA-Methyltransferase mit HP1 gelang in Arabidopsis thaliana
(Jackson et al., 2002) und im Homo sapiens (Fuks et al., 2003). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass humane Krebszellen, denen die DNMT1 DNA-Methyltransferase fehlte,
ein verändertes Histon H3 Modifikationsmuster in Form von erhöhter Acetylierung und
erniedrigter Methylierung an Histon H3-K9 sowie einen Verlust der Interaktion von Histon-
Deacetylasen und HP1 mit Histon H3 und perizentromerischen repetitiven Sequenzen
aufwiesen (Espada et al., 2004).
Abb. 1: Verbindungen zwischen der DNA-Methylierung, den Histon-
Modifikationen und der Chromatin-Remodellierung. In Säuger-Zellen
spielen sowohl die DNA-Methylierung als auch die Histon-Modifikationen bei
der Stilllegung von Chromatin eine Rolle. Drei Modelle für die gegenseitige
Beeinflussung dieser epigenetischen Veränderungen sind dargestellt.
Modell 1: Die DNA-Methylierung beeinflusst die Histon-Methylierung. Die
DNA-Methylierungsmuster werden durch DNMT3A und DNMT3B-vermittelte
„de novo“ Methylierung etabliert und durch DNMT1 aufrechterhalten. Methyl-
CpG-Bindeproteine- (MBDs) und Histon-Deacetylase- (HDAC) Komplexe, wie
der MECP2-Sin3a-HDAC-Komplex, werden dann an die methylierte DNA-
Region rekrutiert und induzieren die Deacetylierung von Histonen und die
Stilllegung von Genen. Die Histon-Methyltransferasen (HMTs), wie Suv39h
oder G9a, methylieren Lysin-9 an Histon H3 (H3-K9) und stabilisieren den
inaktiven Zustand des Chromatins.
Modell 2: Die Histon-Methylierung beeinflusst die DNA-Methylierung.
Methyl H3-K9 fungiert als Signal für inaktives Chromatin und rekrutiert HP1 an
methylierte Histone, was wiederum zur direkten oder indirekten Rekrutierung
von DNA-Methyltransferasen an stillgelegtes Chromatin führt, um die
Aufrechterhaltung der DNA-Methylierung und Stabilisierung von inaktivem
Chromatin zu gewährleisten.
Modell 3: Die Chromatin-Remodellierung beeinflusst die DNA-Methyl-
ierung. Die ATP-abhängige Chromatin-Remodellierungs- und DNA-Helikase-
Aktivität von Proteinen wie Lsh könnte durch die Entwindung nukleosomaler
DNA die Zugänglichkeit für DNMTs, HDACs und HMTs erhöhen und somit die
DNA-Methylierung und Histon-Modifikationen ermöglichen (Abb. entnommen
aus Li et al., 2002; modifiziert).
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1.4 Regulation der DNA-Methyltransferasen
Das Studium der Regulation der DNA-Methyltransferasen ist wissenschaftlich von großem
Interesse, da eine erhöhte Expression und Aktivität der DNMT1 DNA-Methyltransferase mit
der Etablierung der Transformation humaner Zellen assoziiert wird (Kuerbitz und Baylin,
1996). In Blasen-, Nieren- und Darmkrebs wurde eine Überexpression der DNMT1, DNMT3A
und DNMT3B DNA-Methyltransferasen beobachtet (Robertson et al., 1999) und mehrere
Krebszelllinien wiesen erhöhte Mengen an exprimiertem DNMT2 auf (Yoder und Bestor,
1998; Van den Wyngaert et al., 1998; Okano et al., 1998a). Im Gegensatz zu normalem
Gewebe, in dem CpG-Inseln (CpG islands) in Promotor-Regionen von Genen meist
unmethyliert bleiben, wurde beobachtet, dass die Stilllegung von Tumorsuppressor-Genen in
vielen Tumorarten mit der Hypermethylierung ihrer CpG-Inseln im Promotor-Bereich
assoziiert ist (Herman et al., 1999; Baylin und Herman, 2000a). Die Regulation der DNA-
Methyltransferasen kann dabei auf mehreren Ebenen stattfinden: (1.) differentielle Gen-
Transkription; (2.) selektives Prozessieren der nukleären RNA; (3.) selektive Translation der
mRNA; (4.) differentielle Modifikation der Proteine.
Beispielsweise besitzt der murine Dnmt1 Gen-Lokus mehrere Transkriptions-
Startstellen (Mertineit et al., 1998; Rouleau et al., 1992) für eine Regulation durch
differentielle Gen-Transkription. Durch alternatives Spleißen sowie durch die Benutzung
verschiedener Translations-Startstellen (Pradhan et al., 1997) existieren unterschiedliche
Spleiß-Isoformen (Mertineit et al., 1998). Kurz nach dem Implantationsstadium des
Säugetier-Embryos wird ein somatischer Promotor aktiviert, der die Expression eines
Transkriptes mit einem somatischen Exon 1s antreibt. Eine Initiation der Translation ab Exon
1s führt zu einem vollständigen (full-length) Dnmt1 Protein, das aus 1620 Aminosäuren
besteht und konstitutiv in proliferierenden Zellen sowie ubiquitär in somatischen Geweben
während der Säuger-Entwicklung exprimiert wird (Tucker et al., 1996; Yoder et al., 1996). Ein
stromaufwärts gelegener, Oozyten-spezifischer Promotor treibt die Expression eines
Transkriptes mit einem Oozyten-spezifischen Exon 1o an, was zur selektiven Initiation der
Translation im Exon 4 führt. Dem resultierenden Protein, Dnmt1o, fehlen die N-terminalen
118 Aminosäuren der somatischen Form (Mertineit et al., 1998; Howell et al., 2001). Das
maternale Protein Dnmt1o wird bis zu seinem nukleären Import während des 8-Zellstadiums
des Embryos im Zytoplasma der Oozyte gelagert (Ding und Chaillet, 2002). Dies stellt eine
weitere Regulationsebene durch selektive Lagerung der stabilisierten DNA-Methyltrans-
ferase im Zytoplasma bzw. ihren Transport in den Zellkern dar. Während der vierten
embryonalen S-Phase dient diese Dnmt1o Isoform der Aufrechterhaltung von Allel-
spezifischen DNA-Methylierungsmustern an Loci, die der genomischen Prägung (genomic
imprinting) unterliegen (Ding und Chaillet, 2002; Ratnam et al., 2002).
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Des Weiteren wird eine differentielle Gen-Transkription von Dnmt1 durch Bindung
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren erzielt. Beispielsweise binden die Transkriptions-
faktoren Sp1 und Sp3 mit Hilfe ihrer C-terminalen Zinkfinger-Motive an eine GC-reiche
Bindungsstelle („GGGCGG“, cis-Element nt -161 bis -147) im Maus Dnmt1 Promotor
während der G1- bzw. frühen S-Phase und ermöglichen somit eine Zellzyklus-abhängige
Kontrolle der Dnmt1 Genexpression (Kishikawa et al., 2003).
Darüber hinaus gelang der Nachweis, dass Dnmt1 ein Zielgen von p53- bzw.
E2F1/pRb/HDAC-abhängigen Tumorsuppressor-Signalwegen in Prozessen wie Zellprolifer-
ation, Zell-Transformation und Tumorgenese ist (Peterson et al., 2003; Kimura et al., 2003)
und eine Verbindung zwischen der Inaktivierung dieser Signalwege und der Induktion von
DNA-Hypermethylierung von CpG-Inseln enthaltenden Genen während der Tumorgenese
besteht (McCabe et al., 2005). So wurde im ersten Exon des humanen DNMT1-Gens eine
p53-Bindestelle entdeckt, und weiterführende Experimente legten eine Kontrolle der DNMT1-
Transkription durch direkte DNA-Bindung von p53 nahe (Peterson et al., 2003). Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass eine Aktivierung von p53 in einer Reduktion dieser
DNA-Bindung resultierte und die transkriptionelle Repression des DNMT1 Gens aufhob
(Peterson et al., 2003). Eine Deletion von p53 führte zu einer sechsfachen Erhöhung der
Menge an DNMT1 mRNA und Protein (Peterson et al., 2003). Darüber hinaus wurde
innerhalb der Promotor-Region von Dnmt1 ein cis-Element entdeckt, welches eine E2F-
Bindestelle darstellt und eine kritische Rolle in der Regulation der Transkription von Dnmt1 in
proliferierenden Zellen spielt (Kimura et al., 2003; McCabe et al., 2005). Untersuchungen der
Promotor-Aktivität des Maus Dnmt1 Gens in somatischen Zellen wiesen auf eine mögliche
Regulation durch Histon-Acetylierung hin (Kishikawa et al., 2002). Nach Behandlung mit dem
Histon-Deacetylase (HDAC) Inhibitor Trichostatin A (TSA) konnte eine Steigerung der Dnmt1
Promotor-Aktivität nachgewiesen werden (Kishikawa et al., 2002; Kimura et al., 2003). Die
Expression von E2F-1 und Rb induziert eine Verringerung der Promotor-Aktivität, welche
durch Behandlung mit TSA rückgängig gemacht werden kann (Kimura et al., 2003). Prostata-
Krebszelllinien mit mutiertem Rb  wiesen erhöhte Mengen an DNMT1-Protein, eine
veränderte Zellzyklus-Regulation des DNMT1-Transkriptes sowie eine veränderte DNA-
Methylierung des Tumorsuppressor-Gens PEG3 (paternally expressed gene 3) auf (Kimura
et al., 2003).
Da DNMT1 sowohl an pRb binden kann, um eine Repression der Transkription von
E2F-1 bindenden Promotoren und eine direkte Bindung an E2F-1 zu ermöglichen (Robertson
et al., 2000), als auch die Promotoraktivität dieser DNA-Methyltransferase durch E2F-1/pRb
reguliert wird, könnte dieser „feedback loop“ einen autoregulatorischen Mechanismus zur
Aufrechterhaltung einer ausgewogenen Genexpression von DNMT1 darstellen (Kimura et al.,
2003). Ein ähnlicher autoregulatorischer Mechanismus liegt wahrscheinlich aufgrund der
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direkten Bindung von DNMT1 an p53 zur Stilllegung der Genexpression von p53-
reprimierten Promotoren und der bereits erwähnten Regulation von DNMT1 durch p53 vor
(Oshiro et al., 2003; Esteve et al., 2005).
Dnmt3a und Dnmt3b DNA-Methyltransferasen unterliegen ebenfalls einer Reihe
differentieller Regulationsmechanismen. Sie werden in Korrelation mit der „de novo“ DNA-
Methylierung des Maus-Genoms in Embryonalen Stammzellen, frühen Embryonen und sich
entwickelnden Keimzellen stark exprimiert, ihre Expression in somatischen Geweben
postnataler Tiere ist im Vergleich dazu jedoch stark reduziert (Okano et al., 1998a). Das
murine Dnmt3a Gen besitzt zwei verschiedene Promotoren, welche die Expression zweier
Protein-Isoformen, Dnmt3a mit 908 und Dnmt3a2 mit 689 Aminosäuren, antreiben (Chen et
al., 2002; Xie et al., 1999). Beide Proteine sind enzymatisch aktiv, weisen aber
unterschiedliche subzelluläre Lokalisierungsmuster auf (Chen et al., 2002). Während Dnmt3a
an heterochromatische Foci lokalisiert, ist Dnmt3a2 diffus im Nukleus detektierbar (Bachman
et al., 2001; Chen et al., 2002), was auf eine Zielsteuerungs-Funktion der N-terminalen
Region von Dnmt3a hinweist, die in Dnmt3a2 nicht vorhanden ist (Herman et al., 2004).
Das Dnmt3b-Gen kodiert für mehrere Isoformen, die durch alternatives Spleißen
entstehen. Dnmt3a/b Isoformen zeigen differentielle Expressions- und Lokalisationsmuster
während der Entwicklung. Dnmt3a2 und Dnmt3b1 sind wahrscheinlich die für die Einführung
des initialen „de novo“ DNA-Methylierungsmusters in frühen Postimplantations-Embryonen
verantwortlichen Enzyme, während Dnmt3a und Dnmt1 an der Aufrechterhaltung der
gewebsspezifischen DNA-Methylierungsmuster notwendig sein könnten (Chen et al., 2003).
Dnmt3b3 und die anderen inaktiven Dnmt3b Isoformen könnten als negative Regulatoren der
DNA-Methylierung fungieren (Chen et al., 2003; Saito et al., 2002).
Die posttranslationale Modifikation der Dnmt3a und Dnmt3b DNA-Methyltransferasen
stellt eine zusätzliche Regulationsebene dar, die dramatisch deren Interaktion mit
spezifischen Partner-Proteinen und ihre Fähigkeit zur Repression der Transkription von
Zielsequenzen regulieren kann (Ling et al., 2004). Dnmt3b interagiert beispielsweise mit ihrer
N-terminalen Region mit dem kleinen Ubiquitin-ähnlichen Modifikations-Polypeptid SUMO-1
(small ubiquitin-like modifier 1) und mit dem E2 Sumo konjugierenden Enzym Ubc9 und wird
in vivo vermutlich durch SUMO-1-vermittelte Sumoylierung reguliert (Kang et al., 2001).
Dnmt3a interagiert mit Ubc9 und der E3 Sumo Ligase PIAS1 und PIASxalpha, die an der
Konjugation von SUMO-1 an seine Zielproteine beteiligt sind. Diese Sumoylierung von
Dnmt3a zerstört ihre Interaktionsfähigkeit mit den Histon-Deacetylasen HDAC1/2, aber nicht
mit Dnmt3b (Ling et al., 2004). Die erhöhte Sumoylierung von Dnmt3a in vivo zerstört deren
Kapazität zur Repression der Transkription (Ling et al., 2004).
Darüber hinaus wurde spekuliert, dass die katalytischen Domänen von Dnmt3a und
Dnmt3b durch stimulatorische Proteine wie beispielsweise Dnmt3l in Säugern zu einer
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Konformationsänderung aktiviert werden könnten, die sämtliche katalytische Reste in die für
die DNA-Methylierungsreaktion relevante Position bringen könnte (Herman et al., 2004). In
Übereinstimmung damit führte die Interaktion des C-Terminus von Dnmt3l mit der C-
terminalen katalytischen Domäne von Dnmt3a, 3a2, 3b1 und 3b2 zu einer gesteigerten DNA-
Methyltransferase-Aktivität in Säugern (Suetake et al., 2004; Chen et al., 2005). Da Dnmt3l
nicht an DNA binden kann, ist der stimulatorische Effekt von Dnmt3l auf die DNA-
Methylierungsaktivität von Dnmt3a und Dnmt3b wahrscheinlich nicht auf eine vermittelte
Führung an Zielstellen in der DNA zurückzuführen, sondern vielmehr auf einen direkten
Effekt auf die katalytische Aktivität der Enzyme (Suetake et al., 2004).
Dnmt2 mRNA wird in den meisten adulten Geweben der Maus und des Menschen
sowie in Embryonalen Stammzellen ubiquitär und in geringer Menge exprimiert (Okano et al.,
1998a). Wie bereits erwähnt wurden jedoch in Krebszelllinien erhöhte Mengen an
exprimiertem DNMT2 nachgewiesen (Yoder und Bestor, 1998; Van den Wyngaert et al.,
1998; Okano et al., 1998a). Dennoch sind die Regulations- und Zielsteuerungsmechanismen
dieser konservierten DNA-Methyltransferase noch fast vollständig unbekannt. Ein möglicher
Mechanismus könnte die direkte Interaktion mit anderen Proteinen involvieren (Pradhan und
Esteve, 2003). Die schwache DNA-Methyltransferase-Aktivität in vitro könnte des Weiteren
auf die Abwesenheit wichtiger posttranslationaler Modifikationen und/oder interagierender
Proteine sowie auf eine hohe Spezifität des Proteins für spezielle Zielstellen in der DNA
zurückzuführen sein (Hermann et al., 2004). Somit müssen potentielle Regulatoren von
Dnmt2 noch identifiziert werden (Herman et al., 2004).
Die wichtige Rolle der Cytosin-5 DNA-Methylierung in der Regulation der
Genexpression wurde bereits erwähnt. Da krankhaft veränderte DNA-Methylierungsmuster
mit der Tumorentstehung assoziiert wurden, könnte die Fähigkeit zur Zielsteuerung der DNA-
Methyltransferasen an ausgewählte Regionen eine Möglichkeit zur Wiederherstellung einer
korrekten Genexpression darstellen. Da eukaryotische DNA-Methyltransferasen jedoch eine
geringe Sequenzspezifität besitzen, könnte die Rekrutierung oder Zielsteuerung dieser
Enzyme an spezifische Promotoren oder genomische Loci durch Protein-Protein-
Interaktionen mit anderen Faktoren vermittelt oder reguliert werden (Burgers et al., 2002).
Beispiele hierfür wurden bereits in Kapitel 1.3 aufgeführt. Neuere Untersuchungen legen
nahe, dass die Spezifität für Zielsequenzen das Ergebnis mannigfaltiger Einflüsse ist und
dass die verschiedenen Gruppen von DNA-Methyltransferasen auf unterschiedliche Stimuli
antworten (Goll und Bestor, 2004).
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1.5 DNA-Methylierung in Drosophila
Die Anwesenheit von 5-methyl-Cytosin und somit DNA-Methylierung in Drosophila wurde
über Jahrzehnte hinweg kontrovers diskutiert. So konnte in genomischer DNA aus adulten
Taufliegen anhand von papierchromatographischen Methoden keine detektierbaren Mengen
an 5-methyl-Cytosin nachgewiesen werden (Argyrakis und Bessman, 1963). Des Weiteren
gelang weder in Drosophila melanogaster noch in Drosophila virilis mit Hilfe eines Verdaus
mit methylierungssensitiven Restrikitonsenzymen der Nachweis von CpG-Methylierung (an
„CCGG“- bzw. „GCGC“-Sequenzen) (Cedar et al., 1979; Rae und Steele, 1979). Die
Anwesenheit von CpG- sowie Nicht-CpG-Methylierung in genomischer DNA aus Drosophila
Embryonen, Larven, Adulttieren und Kc-Zellen konnte in einer Untersuchung mit Hilfe einer
„Nearest Neighbour“ Analysemethode nicht detektiert werden (Urieli-Shoval et al., 1982).
Kurz darauf gelang jedoch in genomischer DNA aus Drosophila melanogaster Embryonen
ein immunochemischer Nachweis von 5-methyl-Cytosin (Achwal et al., 1983; Achwal et al.,
1984). Mit Hilfe von „High-Performance Liquid Chromatographie“ konnte einige Zeit später in
genomischer DNA aus Drosophila Puppen kein 5-methyl-Cytosin detektiert werden (Patel
und Gopinathan, 1987) und die Taufliege wurde einer atypischen Gruppe von Tieren ohne
DNA-Methylierung zugerechnet (Bird et al., 1995). Auch die Entdeckung von Genen, welche
potentiell für eine Drosophila DNA-Methyltransferase und ein Methyl-DNA-Bindeprotein
kodieren, führte zunächst zu der Vermutung, dass beide Gene für funktionell inaktive
Proteine kodieren und somit evolutionäre „Überreste“ darstellen (Tweedie et al., 1999).
Erste Hinweise auf ein System in der Taufliege, das die DNA-Methylierungssignale
interpretieren kann, wurde durch die ektopische Expression von DNA-Methyltransferasen
aus der Maus gewonnen (Lyko et al., 1999). Überraschenderweise resultierte die so erzielte
Hypermethylierung des Drosophila Genoms in Entwicklungsstörungen und Letalität (Lyko et
al., 1999; Weißmann et al., 2003). Tatsächlich führte die eingehende Untersuchung
genomischer DNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Taufliege mit sensitiven
chromatographischen Analysemethoden zur Identifizierung niedriger, aber signifikanter
Mengen an 5-methyl-Cytosin in Drosophila Embryonen (Gowher et al., 2000; Lyko et al.,
2000a).
Nähere Untersuchungen des Drosophila Genoms zeigten, dass es zwei Gene mit
extensiven Homologien zu Komponenten des DNA-Methylierungssystems aus Vertebraten
enthält: Dnmt2 kodiert für eine potentielle DNA-Methyltransferase und MBD2/3 kodiert für ein
potentielles Methyl-DNA-Bindeprotein (Hung et al., 1999; Tweedie et al., 1999; Wade et al.,
1999). Beide Proteine könnten Teil eines Drosophila DNA-Methylierungssystems sein (Lyko
et al., 2001; siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Vergleich des potentiellen DNA-Methylierungssystems in Mammalia mit
dem in Drosophila. DNA-Methylierungssysteme bestehen aus zwei Kern-
Komponenten, den DNA-Methyltransferasen (Dnmts; rot dargestellt) und den
Methyl-bindenden Proteinen (MBD-Proteine; grün dargestellt). DNA-Methyl-
transferasen katalysieren die Methylierung spezieller Cytosin-Reste (gelbe
Kreise) und Methyl-bindende Proteine interagieren spezifisch mit methylierter
DNA. In Säugern sind bislang vier katalytisch aktive Proteine mit konservierten
DNA-Methyltransferase-Motiven und fünf Proteine mit konservierter Methyl-
Binde-Domäne (MBD) bekannt. Die Taufliege weist im Gegensatz dazu ein
einziges Protein mit konservierten DNA-Methyltransferase-Motiven und ein
Protein mit konservierter Methyl-Binde-Domäne auf (Abb. entnommen aus
Lyko et al., 2001; modifiziert).
 Betrachtet man die DNA-Methylierungssysteme aus Mammalia und Drosophila, so
sind einige bemerkenswerte Unterschiede feststellbar. Im Gegensatz zu den
unterschiedlichen DNA-Methyltransferasen und Methyl-DNA-Bindeproteinen aus Säugern
weist die Taufliege nur eine einzige DNA-Methyltransferase und ein konserviertes Methyl-
DNA-Bindeprotein auf (siehe Abb. 2). Dies etabliert Drosophila als ein ideales Modellsystem
für DNA-Methylierungsstudien, da Untersuchungen nicht wie in Säugern durch die
Anwesenheit von Proteinen mit redundanten Funktionen beeinträchtigt werden können. Im
Unterschied zu Säugern wurde der überwiegende Anteil von 5-methyl-Cytosin in der
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Taufliege nicht im Kontext von CpG-Dinukleotiden, sondern überwiegend im Kontext von
CpT- und CpA-Dinukleotiden detektiert (Lyko et al., 2000a).
Das Methyl-DNA-Bindeproteine MBD2/3 aus Drosophila besitzt eine zu den MBD2-
und MBD3- Proteinen aus Vertebraten über 70 % ähnliche Aminosäurestruktur (Tweedie et
al., 1999), fungiert als transkriptioneller Co-Repressor (Roder et al., 2000; Ballestar et al.,
2001) und interagiert mit dem bereits erwähnten NuRD-Komplex durch direkte Bindung an
p55 und Mi-2 (Marhold et al., 2004b). MBD2/3 Nullmutanten sind lebensfähig und fertil,
weisen aber chromosomale Segregationseffekte auf, was auf eine wichtige Rolle von
MBD2/3 in der Stabilisierung von perizentromerischem Heterochromatin hinweist (Marhold et
al., 2004a). Zwei Isoformen, die durch alternatives Spleißen entstehen, sind bekannt:
MBD2/3 und MBD2/3D, wobei der kürzeren Isoform MBD2/3D eine Drosophila-spezifische
Domäne sowie Teile der Methyl-DNA-Bindedomäne (MBD) fehlen (Tweedie et al., 1999;
Roder et al., 2000). Während die lange Isoform von der frühen bis zur Mitte der
Embryogenese detektiert werden kann, wird die kürzere Isoform in der mittleren bis zur
späten Embryogenese exprimiert (Ballestar et al., 2001; Marhold et al., 2002).
Postembryonale Stadien weisen hingegen keine MBD2/3-Expression auf (Marhold et al.,
2002). Somit überlappt die Expression von MBD2/3 mit der Expression von Dnmt2 und der
Gegenwart von methylierter DNA im Genom der Taufliege (Lyko et al., 2000b; Kunert et al.,
2003). Darüber hinaus konnte rekombinantes Drosophila MBD2/3 in Elektrophoretic Mobility
Shift Assays (EMSAs) spezifisch an CpT- und CpA-methylierte DNA-Oligonukleotide binden
(Marhold et al., 2004a).
Kürzlich gelang der Nachweis, dass Dnmt2 eine DNA-Methyltransferase-Aktivität in
Drosophila melanogaster besitzt (Kunert et al., 2003; Tang et al., 2003). Eine erweiterte
Analyse anderer Dipteren zeigte, dass die Dnmt2-vermittelte DNA-Methylierung in
Drosophila simulans, Drosophila hydei, Drosophila virilis, Drosophila pseudoobscura und
Anopheles gambiae konserviert zu sein scheint (Marhold et al., 2004c). Des Weiteren wurde
die Anwesenheit von DNA-Methylierung in zahlreichen anderen Insekten dokumentiert (Field
et al., 2004), was auf eine wichtige Funktion dieser epigenetischen Modifikation hinweist.
Eine Überexpression der Drosophila Dnmt2 DNA-Methyltransferase führte zur Induktion von
genomischer Hypermethylierung an CpT- und CpA-Dinukleotiden (Kunert et al., 2003). Die
Entwicklung einer Methode zur Immunodetektion von 5-methyl-Cytosin in Drosophila
Embryonen ermöglichte darüber hinaus den Nachweis, dass die Aktivität von Dnmt2 durch
den DNA-Methyltransferase Inhibitor 5-Azacytidin stark reduziert werden kann und dass, wie
bereits erwähnt, eine Mutation der Histon H3-K9 Methyltransferase Su(var)3-9 zu einer
starken Reduktion der Dnmt2-vermittelten DNA-Methylierung führt (Kunert et al., 2003).
Die Abwesenheit einer N-terminalen „regulatorischen“ Domäne unterscheidet Dnmt2-
Proteine von anderen bekannten eukaryotischen DNA-Methyltransferasen (Bestor, 2000).
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Diese in Abb. 3 dargestellten „regulatorischen“ Domänen spielen eine wichtige Rolle in der
Regulation und Zielsteuerung von DNMT1, DNMT3A und DNMT3B (Burgers et al., 2002).
Abb. 3: Humane DNA-Methyltransferasen (DNMTs) und ihre funktionell wichtigen
Domänen. Alle bekannten DNMTs weisen eine hoch konservierte C-terminale
katalytische Domäne auf. Die N-terminalen Domänen unterscheiden sich stark
zwischen DNMT1- und DNMT3-Enzymen und besitzen verschiedene Motive
für regulatorische Funktionen: eine PCNA-Binde-Domäne (PBD), eine
Domäne zur Zielsteuerung an Replikations-Foci („replication foci targeting
domain“, RFTD), eine in die Bindung von DNA involvierte CXXC-Domäne,
eine PWWD-Domäne, welche mit der Zielsteuerung der Proteine in
Verbindung gebracht wird, sowie eine ATRX-Domäne zur Interaktion mit
Histon-Deacetylasen (HDACs). DNMT2-Enzyme weisen im Vergleich zu
DNMT1- und DNMT3-Enzymen keine N-terminale „regulatorische“ Domäne
auf, sondern bestehen vielmehr nur aus der konservierten C-terminalen
katalytischen Domäne (Abb. entnommen aus Brückner und Lyko, 2004;
modifiziert).
Erhöhte Mengen an exprimiertem DNMT2 wiesen wie bereits erwähnt mehrere
Krebszelllinien auf, die Mechanismen zur Regulation der Dnmt2 DNA-Methyltransferasen
sind jedoch noch vollständig unbekannt (Yoder und Bestor, 1998; Van den Wyngaert et al.,
1998; Okano et al., 1998a). Es wurde darüber spekuliert, dass Dnmt2-Enzyme aufgrund ihrer
kompakten Struktur eine höhere Ähnlichkeit zu bakteriellen DNA-Methyltransferasen als zu
den übrigen eukaryotischen Enzymen aufweisen würden, und die Anwesenheit einer
DNMT1
DNMT2
DNMT3A
DNMT3B
1616 As
391 As
909 As
853 As
„Regulatorische“ Domäne Katalytische Domäne
ATRX
ATRXPWWP
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Konsensus-DNA-Sequenz in der Zielsteuerung dieser Proteine involviert sein könnte
(Hermann et al., 2003). Methylierte DNA-Fragmente aus Drosophila wiesen jedoch keine
detektierbare Konsensus-Sequenz auf (Kunert et al., 2003). Des Weiteren wurde die
Möglichkeit in Betracht gezogen, dass Dnmt2 durch Faktoren reguliert sein könnte, welche
die fehlende „regulatorische“ Domäne durch Protein-Protein-Interaktionen substituieren. Um
ein besseres Verständnis der Mechanismen zu erlangen, die der Regulation und der
Zielsteuerung von Dnmt2 zu Grunde liegen, sollten im Rahmen dieser Arbeit potentielle
Interaktionspartner des Dnmt2 Proteins identifiziert und näher charakterisiert werden.
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2. Ergebnisse
2.1 Analyse des (Cytosin-5) DNA-Methylierungslevels genomischer Drosophila
DNA während der Taufliegenentwicklung
Vorherige Ergebnisse konnten zeigen, dass genomische Drosophila DNA aus embryonalen
Entwicklungsstadien niedrige, aber signifikante Mengen an 5-methyl-Cytosin enthält (Gowher
et al., 2000; Lyko et al., 2000a). Um den 5-methyl-Cytosingehalt des Drosophila-Genoms
während der gesamten Fliegenentwicklung detailliert zu analysieren, wurde genomische
DNA aus sämtlichen Entwicklungsstadien präpariert und einer biochemischen Analyse
mittels Mizellarer Elektrokinetischer Kapillar-Chromatographie (MEKC) und Detektion mit
Laserinduzierter Fluoreszenz (LIF) unterzogen (siehe 5.10.2, Abb. 33). Diese Methode
basiert auf der Trennung von chemisch derivatisierten Einzelnukleotiden durch Kapillar-
Elektrophorese (Schmitz et al., 2002). Sie ist spezifisch für Deoxyribonukleotide und
ausreichend sensitiv für die Detektion und Quantifizierung geringer Mengen an 5-methyl-
Cytosin (Stach et al., 2003).
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Abb. 4: Quantifizierung des Gehaltes an 5-methyl-Cytosin in genomischer
Drosophila-DNA während der Fliegenentwicklung. Genomische DNA
wurde aus den angegebenen Entwicklungsstadien präpariert und Micellarer
Elektrokinetischer Chromatographie (MEKC) und Laserinduzierter Fluores-
zenz (LIF) analysiert. Repräsentative Elektropherogramme sind dargestellt für:
(A) 0-3 h alte Embryonen; (B) 6-9 h alte Embryonen; (C) 12-24 h alte
Embryonen; (D) Larven; (E) Puppen; (F) Adulttiere. (G) Der Gehalt an 5-
methyl-Cytosin in der entsprechenden untersuchten genomischen DNA wurde
berechnet, indem die Fluoreszenzsignale für 5-methyl-Cytosin durch die
Summe der Fluoreszenzsignale für Cytosin plus 5-methyl-Cytosin dividiert
wurden. Messwerte wurden in zahlreichen unabhängigen Messungen
quantifiziert und der Mittelwert wurde bestimmt. Standardabweichungen sind
durch Fehlerbalken angegeben. „E“ bezeichnet Drosophila Embryonen, „L“
bezeichnet Larven, „P“ bezeichnet Puppen und „A“ bezeichnet Adulttiere.
Zahlen geben das jeweilige Alter (in Stunden) der analysierten Embryonen an.
Die gestrichelte schwarze Linie repräsentiert den Hintergrund dieser Methode
bei ca. 0,2 % (Cytosin-5) DNA-Methylierung.
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Detektierbare Mengen an 5-methyl-Cytosin wurden in frühen Stadien der Drosophila
Embryogenese gefunden (siehe Abb. 4 A). Spätere Stadien der Fliegenentwicklung wiesen
hingegen sehr geringe Mengen an 5-methyl-Cytosin auf (siehe Abb. 4 B bis F), die Nahe am
Hintergrund dieser Methode (ca. 0,2 % DNA-Methylierung; Marhold et al., 2004c) lagen. Die
höchsten (Cytosin-5) DNA-Methylierungslevel wurden in 0-3 h alten Embryonen (siehe Abb.
4 G; 1,5 % DNA-Methylierung) und 3-6 h alten Embryonen (siehe Abb. 4 G; 1,0 % DNA-
Methylierung) detektiert, während spätere Entwicklungsstadien signifikant niedrigere Mengen
an 5-methyl-Cytosin aufwiesen (siehe Abb. 4 G; 0,04-0,24 % DNA-Methylierung). Diese
Daten bestätigten die Ergebnisse früherer Untersuchungen zum Nachweis von detektier-
baren Mengen an 5-methyl-Cytosin in Drosophila Embryonen und demonstrierten die
scheinbare Abwesenheit von (Cytosin-5) DNA-Methylierung im Drosophila Genom nach der
ersten Hälfte der Embryogenese.
2.2 Isolierung und Identifizierung von potentiellen Dnmt2-Interaktionspartnern mit
Hilfe eines Yeast Two-Hybrid Screens
Basierend auf der in 2.1 dargestellten Analyse der Methylierung genomischer Drosophila
DNA scheinen detektierbare Mengen an 5-methyl-Cytosin vorwiegend während der frühen
Embryogenese nachweisbar zu sein, während die Expression der Drosophila DNA-
Methyltransferase Dnmt2 während der gesamten Embryogenese erfolgt (Kunert et al., 2003).
Im Gegensatz zu anderen eukaryotischen DNA-Methyltransferasen fehlt Dnmt2-Enzymen
eine N-terminale „regulatorische“ Domäne. Deshalb wurde die Möglichkeit in Betracht
gezogen, dass Dnmt2 durch Faktoren reguliert sein könnte, welche die fehlende
„regulatorische“ Domäne durch Protein-Protein-Interaktionen substituieren. Um ein besseres
Verständnis der Mechanismen zu erlangen, die der Regulation und der Zielsteuerung von
Dnmt2 zu Grunde liegen, sollten potentielle Interaktionspartner des Dnmt2-Proteins isoliert
und identifiziert werden. Dazu wurde ein Yeast Two-Hybrid Screen mit einer vollständigen
Dnmt2-cDNA als „Köder“ („bait“, fusioniert mit der GAL4-DNA-Bindedomäne und einem Myc-
Markierungs-Epitop) und einer embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek mit potentiellen
Interaktionsklonen als „Beute“ („prey“, fusioniert mit der GAL4-Aktivierungs-Domäne und
einem HA-Markierungs-Epitop) durchgeführt. Bei einer Wechselwirkung des GAL4-DNA-BD-
/Myc-/Dnmt2-Fusionsproteins mit einem GAL4-AD-/HA-/Interaktionspartner aus der
embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek gelangten die GAL4-DNA-BD und GAL4-AD in
räumliche Nähe zueinander, konnten somit an die „Upstream Activating Sequences“ (UAS)
von vier unabhängigen Reportergenen binden und deren Transkription aktivieren (siehe
5.5.1, Abb.31). Dies ermöglichte den entsprechenden Interaktionsklonen ein Wächstum auf
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selektiven Nährmedienplatten. Details zur Durchführung dieses Yeast Two-Hybrid Screens
von insgesamt 1x 106 Hefeklonen sind in 5.5.1 aufgeführt. Die auf diese Weise identifizierten
31 Interaktionsklone wurden hinsichtlich der Gegenwart eines an die GAL4-AD-Sequenz
fusionierten offenen Leserasters überprüft und die erhaltenen Sequenzen wurden mit
Datenbanken verglichen, um zu analysieren, ob diese einem bekannten Protein zuzuordnen
waren. Die Ergebnisse dieser Datenbanksuche mit den aus dem Yeast Two-Hybrid Screen
gewonnenen potentiellen Dnmt2-Interaktionspartnern sind in Tab. 6 detailliert aufgelistet
sowie in Tab. 1 zusammengefasst.
Tab. 1: Auflistung der potentiellen Dnmt2-Interaktionspartner.
Gen Anzahl
der Klone
Zugangs-
Nummer
vermutliche biologische
Funktion
CG2961 22 AE003449 unbekannt
CG9373 3 AE003683 RNA bindend
CG6877, Draut1 1 AE003519 Autophagozytose
CG5504, l(2)tid 1 undef. Tumorsuppressor
CG17271 1 AE003732 Calciumionen bindend
mt:ATPase6 1 undef. Mitochondriale ATPase UE6
CG8193 1 AE003835 Immunabwehr
CG4788 1 AE003631 unbekannt
Die den mit Dnmt2 interagierenden Konstrukten des Y2H-Screens entsprechenden Daten-
bank-Sequenzen wurden unter dem Begriff „Gen“ aufgelistet. Die „Zugangs-Nummer“ gibt
die jeweilige „GenBank“-Datenbank-Nummer (accession number) an, des Weiteren ist die
Anzahl der Klone sowie die gegebenenfalls bekannte biologische Funktion der Gen-Produkte
aufgeführt.
Somit wurden 22 unabhängige, positiv interagierende Klone erhalten (siehe Abb. 5),
deren pGADT7-Plasmid-DNA-Sequenzen dem CG2961-Gen aus Drosophila entsprachen
und für ein bislang nicht charakterisiertes Protein (CG2961) codierten, das im Folgenden als
„IPOD“ (Interaction Partner Of Dnmt2) bezeichnet und näher analysiert wurde. Details zur
Sequenzierung dieser pGADT7-Plasmid-DNA-Sequenzen der Interaktionsklone sind in 5.5
aufgeführt.
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Abb. 5: Aufstellung der als potentielle Dnmt2-Interaktionspartner im Yeast Two-
Hybrid Screen identifizierten, für IPOD kodierenden Sequenzen der
entsprechend angegebenen Hefeklone. Der weiße Balken repräsentiert die
vollständige Nukleotidsequenz der IPOD-cDNA in 5´-3´-Richtung, schwarze
Balken repräsentieren die durch Sequenzierung identifizierten Bereiche der
IPOD-cDNA aus den jeweils angegebenen Interaktionsklonen.
Um „falsch positive“ Ergebnisse auszuschließen, musste eine Überprüfung der
Protein-Protein-Interaktion zwischen der DNA-Methyltransferase Dnmt2 und dem im Yeast
Two-Hybrid Screen identifizierten potentiellen Interaktionspartner IPOD erfolgen. Dies
geschah (1.) durch den bereits erwähnten b-Galaktosidase-Test, (2.) durch eine reziproke
Überprüfung der Protein-Protein-Interaktion der vollständigen Fusionsproteine im Hefe-
organismus mit Hilfe eines Yeast Two-Hybrid Assays, (3.) durch eine biochemische
Charakterisierung der Protein-Protein-Interaktion und (4.) durch zellbiologische Analysen der
Proteinlokalisierung. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in 2.3 - 2.6 sowie 2.10
aufgeführt.
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2.3 Verifizierung der Protein-Interaktion im Hefeorganismus
Zur Überprüfung der Interaktion zwischen Dnmt2 und IPOD wurde ein Yeast Two-Hybrid
Assay mit der jeweils vollständigen cDNA und einem reziproken Austausch von „Köder“- und
„Beute“-Konstrukten durchgeführt. Erfolgreich co-transformierte Hefeklone konnten auf
Vollmedium wachsen (siehe Abb. 6, Spalte „V“). IPOD (fusioniert mit der GAL4-DNA-
Bindedomäne) transaktivierte darüber hinaus effizient die Transkription von Reportergenen
in Hefe, die Dnmt2 (fusioniert mit der GAL4-Aktivierungs-Domäne) exprimierte. Dies
ermöglichte der Hefe das Wachstum auf hoch-selektiven Nährmedienplatten (siehe Abb. 6,
obere Reihe, Spalte „S“). Um zu überprüfen, ob in diesen Hefeklonen auch die Transkription
des für eine b-Galaktosidase codierenden LacZ-Reportergens transaktiviert wurde, erfolgte
zur kolorimetrischen Bestimmung der b-Galaktosidase-Enzymaktivität eine X-GAL-Färbung
(siehe Abb. 6, obere Reihe, Spalte „X“, grau dargestellt).
Abb. 6: IPOD interagiert mit Dnmt2 in einem reziproken Yeast Two-Hybrid Assay.
Ein IPOD „Köder“ transaktiviert unter hoch stringenten Bedingungen effizient
die Transkription von Reportergenen in Hefe, die ein Dnmt2 „Beute“-Konstrukt
exprimiert. Keine Transaktivierung wurde mit IPOD „Köder“ bzw. Dnmt2
„Beute“ exprimierender Hefe, die jeweils mit Kontroll-Vektoren transfiziert
wurde, beobachtet. „V“ zeigt Wachstum auf Vollmedium; „S“ zeigt Wachstum
auf selektivem (SD/-AHLT) Medium; „X“ zeigt die grau dargestellte X-GAL-
Färbung von Hefe, die auf nicht-selektivem Medium gewachsen ist.
In Hefestämmen, die Dnmt2 als „Beute“ exprimierten und mit dem leeren pGBKT7-
(BD-) Vektor transfiziert wurden, konnte keine Transaktivierung der Transkription
entsprechender Reportergene und somit kein Wachstum auf selektiven Nährmedienplatten
beobachtet werden (siehe Abb. 6, mittlere Reihe, Spalte „S“ und „X“). Ebenso verhielt es sich
mit Hefestämmen, die IPOD als „Köder“ exprimierten und mit dem leeren pGADT7- (AD-)
Vektor transfiziert wurden (siehe Abb. 6, untere Reihe, Spalte „S“ und „X“). Somit konnte die
  V     S       X
BD-IPOD + AD-Dnmt2
          BD + AD-Dnmt2
BD-IPOD + AD
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reziproke Protein-Protein-Interaktion zwischen vollständigem Dnmt2 und IPOD im Hefe-
organismus mit Hilfe dieses Yeast Two-Hybrid Assays bestätigt werden.
2.4 Verifizierung der Protein-Interaktion durch Co-Immunopräzipitation
Die Protein-Protein-Interaktion zwischen Dnmt2 und  IPOD sollte darüber hinaus in einer Co-
Immunopräzipitation bestätigt werden. Da sowohl der pGBKT7- (BD-) als auch der pGADT7-
(AD-) Vektor jeweils einen T7-Promoter und eine Epitop-Markierung enthalten, konnten die
bereits im Yeast Two-Hybrid Assay verwendeten BD-IPOD und AD-Dnmt2 Konstrukte direkt
für die in vitro Transkription/Translation der Epitop-markierten Haemaglutinin (HA)-Dnmt2-
bzw. Myc-IPOD-Fusionsproteine eingesetzt werden. Mit Hilfe von a-Myc oder a-HA-
Antikörpern konnten dann die jeweils interagierenden Proteine co-immunopräzipitiert
werden.
Die für die Co-Immunopräzipitation eingesetzten Ausgangsmengen (Input) an in vitro
transkribiertem/translatiertem, 35S-Met-markiertem Dnmt2- (siehe Abb. 7, Spalte 1) und
IPOD-Protein (siehe Abb. 7, Spalte 2) ließen sich durch einen Western Blot mit
anschließender Autoradiographie detektieren.
Abb. 7: Dnmt2 und IPOD können co-immunopräzipitiert werden. 35S-Met-markierte
HA-Dnmt2- und Myc-IPOD-Fusionsproteine wurden durch in vitro Trans-
kription/Translation hergestellt und einer Immunopräzipitation mit dem
angegebenen Antikörper unterzogen. Mit dem Myc-IPOD-Fusionsprotein
konnte das Dnmt2-Protein effizient co-immunopräzipitiert werden, und
umgekehrt konnte mit dem HA-Dnmt2-Fusionsprotein effizient das IPOD-
Protein co-immunopräzipitiert werden.
Das Myc-IPOD-Fusionprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa ließ sich
mit Hilfe des a-Myc-Antikörpers effizient immunopräzipitieren (siehe Abb. 7, Spalte 6), und
Input
  1    2    3     4     5       6
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das HA-Dnmt2-Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 40 kDa ließ sich mit Hilfe
des a-HA-Antikörpers immunopräzipitieren (siehe Abb. 7, Spalte 5). Durch Immuno-
präzipitation des HA-Dnmt2-Fusionsprotein mit Hilfe des a-HA-Antikörpers ließ sich darüber
hinaus das IPOD-Protein effizient co-immunopräzipitieren (siehe Abb. 7, Spalte 3). Des
Weiteren ließ sich durch Immunopräzipitation des Myc-IPOD-Fusionproteins mit Hilfe des a-
Myc-Antikörpers Dnmt2 effizient co-immunopräzipitieren (siehe Abb. 7, Spalte 4). Somit
konnte die Protein-Protein-Interaktion zwischen Dnmt2 und IPOD auch in einer Co-
Immunopräzipitation bestätigt werden.
2.5 Verifizierung der Protein-Interaktion im GST Pull-down Assay
Die bereits beschriebenen Ergebnisse, die durch das Yeast Two-Hybrid System gewonnen
worden waren, sollten darüber hinaus mit Hilfe eines biochemischen GST Pull-down Assays
überprüft werden. Das verwendete System beruht auf dem Glutathion-S-Transferase-Gen
(GST-Gen) von Schistosoma japonicum, das als Genfragment in pGEX-Vektoren kloniert
worden war, um die Expression von beliebigen GST-Fusionsproteinen zu ermöglichen. An
eine Glutathionsepharose-Matrix gebundenes GST-Dnmt2-Fusionsprotein wurde hier hin-
sichtlich einer Protein-Protein-Interaktion mit in vitro transkribiertem/translatiertem, 35S-Met
markiertem IPOD überprüft und umgekehrt. Die in diesem System gewählten stringenten
Konditionen schlossen unspezifische Bindungen weitgehend aus (Marhold et al., 2004b).
          
Abb. 8: Dnmt2 interagiert mit IPOD im GST Pull-down Assay. (A) Analyse der
Interaktion zwischen mit 35S-Met radioaktiv markiertem IPOD und GST-Dnmt2.
Das GST-Dnmt2-Fusionsprotein präzipitiert radioaktiv markiertes IPOD. Keine
35S -IPOD
 - 40 kDa
 - 35 kDa
Input
(10%)  GST
GST-
Dnmt2
Input
(10%) GST
GST-
IPOD
35S -Dnmt2
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B
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Interaktion konnte zwischen IPOD und GST nachgewiesen werden. (B)
Analyse der Interaktion zwischen mit 35S-Met radioaktiv markiertem Dnmt2
und GST-IPOD. Das GST-IPOD-Fusionsprotein präzipitiert radioaktiv
markiertes Dnmt2. Keine Interaktion konnte zwischen Dnmt2 und GST
nachgewiesen werden.
Da eine Wechselwirkung stattgefunden hatte, konnte radioaktiv markiertes IPOD über
GST-Dnmt2 an Glutathionsepharose gebunden und nach erfolgter SDS-PAGE über
Autoradiographie als Proteinbande bei ca. 35 kDa nachgewiesen werden (siehe Abb. 8 A,
rechte Spalte). Die Intensität dieses Signals erschien etwas schwächer als das Signal, das
durch 10 % der ursprünglich in diesem Assay eingesetzten Proteinmenge (des Inputs, siehe
Abb. 8 A, linke Spalte) erzielt wurde. IPOD konnte jedoch nicht durch das an
Glutathionsepharose gebundene GST-Protein präzipitiert werden (siehe Abb. 8 A, mittlere
Spalte). Ebenso konnte radioaktiv markiertes Dnmt2 mit Hilfe des GST-IPOD-
Fusionsproteins effizient präzipitiert und nach erfolgter SDS-PAGE über Autoradiographie als
Proteinbande bei ca. 40 kDa nachgewiesen werden (siehe Abb. 8 B, rechte Spalte),
wohingegen es jedoch nicht durch das an Glutathionsepharose gebundene GST-Protein
präzipitiert werden konnte (siehe Abb. 8 B, mittlere Spalte). Diese Ergebnisse bestätigten die
Protein-Protein-Interaktion zwischen Dnmt2 und IPOD reziprok in einem biochemischen
Assay.
2.6 Eingrenzung der IPOD-Interaktionsdomäne von Dnmt2 im GST Pull-down
Assay
Zur Bestätigung der Spezifität dieser Protein-Protein-Interaktion sowie zur Eingrenzung der
mit IPOD-interagierenden Domäne von Dnmt2 wurde eine Reihe von Dnmt2-Deletions-
mutanten hergestellt und mit dem GST-IPOD-Fusionsprotein im GST Pull-down Assay
getestet. Dazu wurden verschiedene Dnmt2-Deletions-Konstrukte in vitro transkribiert und
translatiert, radioaktiv mit 35S-Met markiert und unter stringenten Bedingungen hinsichtlich
einer Interaktion mit GST-IPOD- bzw. GST-Proteinen analysiert.
Radioaktiv markierte Proteine, die nur aus der N-terminalen Region von Dnmt2
bestanden, konnten mit Hilfe des GST-IPOD-Fusionsproteins effizient präzipitiert werden
(siehe Abb. 9, Reihe A bzw. B, rechte Spalte, Aminosäuren 1-178 bzw. 1-127). Die Intensität
dieser Signale erschien etwas schwächer als die Signale, die durch jeweils 10 % der
ursprünglich in diesem Assay eingesetzten Proteinmengen (des Inputs, siehe Abb. 9, Reihe
A bzw. B, linke Spalte) erzielt wurden. Sämtliche Dnmt2-Varianten konnten nicht durch das
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an Sepharose gebundene GST-Protein allein präzipitiert werden (siehe Abb. 9, Reihe A bis
E, mittlere Spalte).
Abb. 9: Eingrenzung der IPOD-Interaktionsdomäne im GST Pull-down Assay.
Das vollständige GST-IPOD-Fusionsprotein wurde an Glutathionsepharose
gebunden und benutzt, um die jeweils auf der linken Seite graphisch
dargestellten, radioaktiv markierten Dnmt2-Deletionsmutanten in einem GST
Pull-down Assay zu präzipitieren. Ziffern bezeichnen die Aminosäuren von
Dnmt2, beginnend mit dem N-Terminus. Als Kontrolle diente an Sepharose
gebundenes GST-Protein.
Eine Präzipitation von Proteinen, die aus der zentralen Region von Dnmt2 bestanden,
konnte mit Hilfe des GST-IPOD-Fusionsproteins nicht erzielt werden (siehe Abb. 9, Reihe C
bzw. D, rechte Spalte, Aminosäuren 205-290 bzw. 97-290). Ebenso verhielt es sich mit
einem Protein, das nur aus der C-terminalen Region von Dnmt2 bestand (siehe Abb. 9,
Reihe E, rechte Spalte, Aminosäuren 205-345).
Die erzielten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die N-terminale Region von Dnmt2
(siehe Abb. 9, Reihe A und B; Aminosäuren 1-178 bzw. 1-127) ausreichend für die
Interaktion mit IPOD ist, wohingegen die zentrale (siehe Abb. 9, Reihe C und D;
Aminosäuren 205-290 bzw. 97-290) und die C-terminale Domäne (siehe Abb. 9, Reihe E,
Aminosäuren 205-348) von Dnmt2 nicht für diese Wechselwirkung notwendig sind. Eine
Kombination dieser Daten legt nahe, dass Dnmt2 mit Hilfe seiner N-terminalen Domäne mit
IPOD interagiert und liefert somit eine zusätzliche Bestätigung der Spezifität dieser Protein-
Protein-Interaktion.
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2.7 Untersuchung der Struktur und evolutionären Konservierung von IPOD
Das IPOD-Protein umfasst 349 Aminosäuren und besteht überwiegend aus wenig
komplexen Regionen (siehe Abb. 10 A). Eine kleinere Region mit höherer Sequenz-
komplexität (zwischen den Aminosäuren 239 bis 293) besteht aus einer stark basischen
Domäne, deren isoelektrischer Punkt bei 11 liegt (siehe Abb. 10 A, schwarzer Balken). Diese
Region besitzt des Weiteren eine begrenzte Homologie zu Proteinen mit Helix-Turn-Helix-
Motiven und könnte somit in die Bindung von DNA involviert sein. Das IPOD-Protein besitzt
darüber hinaus keine bekannten, funktionell charakterisierten Proteindomänen.
                          melano       1  MKVFICLLATICACNATFLSLLGGGGGGGGGGG-----SKTTYNVIATPSSGGGGGGGGG 56
                          simulans     1  MKVFICLLATICACNATFLSLLGGGGGGGGGGV-----SKTTYNVIATPSSGGGGGGGGG 56
                          erecta       1  MKVFICLLATICACNATFLSLLGGGGGGGGGGGGGLGGSKTTYNVIATPSSGGGGGGG-- 59
                          ana          1  MKVFVCLLATVCACNATFLSFLGGGGGGGG--------TKTTYDVIATPSARGGGGGGGG 53
                          pseudo       1  MKVFICLLATVCACNATFLSLLGGGGGGGGGGGGG---SKTTYNVIATPSSGGGHGGGGG 58
                          melano       55 GGGGGGHGYSYAQGGGGGHGYAQGHGYG----HGHGGSPQIIKVILQEGQGYSNAGGSAG 110
                          simulans     55 GGGGGGHGYSYAQGGGGGHGYAQGHGYG----HGHGGSPQIIKVILQEGQGYSNAGGSAG 110
                          erecta       58 --------YSYGQGGGGGQGYAQGHGYAQGGGHGPGGSSQIIKVILQEGQGYSNAGGSAG 109
                          ana          52 GG------HGYAQGYAHGGSYGGG-GHG----HGHGGSSQIIKVILQEGQGYSNGGGAAG 100
                          pseudo       57 GGG--------GHGYAHSHGYSHGGGGG------GGGSAQIIKVILQEGQGYSNAGGSAG 102
                          melano      111 GIVSSEG-HGYSHGHGHGYASGHGSYGGQQ-AQIYKIIEQAPAPVP----------APAP 158
                          simulans    111 GIVSSEG-HGYSHGHGHGYASGHGSYGGQQ-AQIYKIIEQAPAPVP----------APAP 158
                          erecta      110 GIVSSGG-HGYSHG----YASGHGSYGGQQ-AQIYKIIEQAPAPVPVPVPVPVPAPAPVP 163
                          ana         101 GIVST----GYSYGSG-GGSYGGASYGGQQHAQIYKVIEQAAAPVPAPVP--VSIAAPAP 153
                          pseudo      103 GIAASGHSYGHGYASGHGHGHSHGSYGGQQ-EQIFKVIEQAPAPIP-------------- 149
                          melano      159 VPIPISIPAPAPPAAPIAYHAASGSNGYSYDQGHS-HSYGQSYASGHGYGGGASFDTQQF 217
                          simulans    159 VPIPISIPAPAPPAAPIAYHASSGSSGYSYDHGHS-HSYGQSYASGHGYGG-ASFDAQQF 216
                          erecta      164 VPIPISIPAPAPPAAPIAYHASSGSNGYSYGQGQS-HSYGQSYASGHGYGGGASFDAQQF 222
                          ana         154 VPIPISVPVAAPAPAPIAYHASGGSSGGGY-------SYGQSYAAGHGYGGASSFDAQQF 206
                          pseudo      148 ----VSSPVAYHAVS-----GGGGGSGYSYGQGHSSHSYGQSYASGHGYGGSSSYDVQQF 198
                          melano      218 NAILPQIIQLVLQEDSFGGGGGG----SADVAAINGQLINTFGSKGKAIILKADQAQGAF 273
                          simulans    217 NAILPQIIQLVLQEDSFGGGGGG----SADVAAINGQLINTFGSKGKAIILKADQAQGAF 272
                          erecta      223 NAILPQIIQLVLQEDSFGGGGGGGGGGSADVAAINGQLINAFGSKGKAIILKSDQAQGAF 282
                          ana         207 NAILPQIIQLVLQEDSLGGGGAG----GADVAAINGQLISTFGSKGKAIILKADQAQGAF 262
                          pseudo      199 NAILPQILQLVLQEDAFGSGGGG----AADLGAINGRLINAFGSKGNAIIMKADQAQGAF 254
                          melano      274 FKSGHVVQRGTLKVMRVQEQQ---QSQSAGGSKGGWGSGGGAISGGWSSGGGAA-SGGWS 329
                          simulans    273 FKSGHVVQRGTLKVMRVQEQQ---QSQGAGGSKGGWGSGGGAISG------------GWN 317
                          erecta      283 FKSGHVVQRGTLKVMRVQEQQ---QSQGAGGSKGGWSSGGGAISGGWSAGGGGS-SGGWS 338
                          ana         263 FKSGHVVQRGTLKVMQVQEQQGRSQQSQGGGSKGGWGFGGGASSNS-----GGG-TSGWS 316
                          pseudo      255 FKSGHVVQRGTLKVMRVQDNQ—-QQQVQSGAAASGWSNGGSSHGGGGWSSGGSAPSSGWS 312
                          melano      330 SGGGAASGGWSSGGPPS-------AW 349
                          simulans    318 AGGGAASCGWSSGGPPS-------A- 336
                          erecta      339 AGGGAPSGGWSSGGPPS-------AW 358
                          ana         317 SGGASPSGGWSSSGSSSSGGWSSSAW 343
                          pseudo      313 SGGSVASSGWSSGGPPS-------AW 332
Abb. 10: Struktur und Konservierung des IPOD-Proteins. (A) Proteindomänen-
Struktur von IPOD. Das IPOD-Protein besteht mit seinen 349 Aminosäuren
überwiegend aus wenig komplexen Regionen (grau dargestellt). Es beinhaltet
zwei  Glycin-reiche Bereiche zwischen den Aminosäuren 23-33 und 47-60,
gefolgt von einer Prolin-reichen Domäne zwischen den Aminosäuren 151-175.
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Der C-Terminus des Proteins beinhaltet vier Sequenz-Wiederholungen
(gekennzeichnet durch „S“). Der schwarze Balken repräsentiert eine stark
basische Domäne mit begrenzter Homologie zu Proteinen mit Helix-Turn-
Helix-Motiven zwischen den Aminosäuren 239-293. (B) IPOD ist in
Drosophila-Spezies hoch konserviert. Dies ist ein Sequenzabgleich
(Multiple Sequence Alignment) von IPOD-ähnlichen Proteinen aus Drosophila
melanogaster (melano), Drosophila simulans (simulans), Drosophila erecta
(erecta), Drosophila ananassae (ana) und Drosophila pseudoobscura
(pseudo). Identische Aminosäuren sind schwarz, ähnliche Aminosäuren grau
hinterlegt dargestellt.
Die Verfügbarkeit der genomischen Sequenzen von Drosophiliden ermöglichte die
Suche nach offenen Leserastern (open reading frames, ORFs), die für IPOD-ähnliche Gene
in anderen Spezies kodieren. Ein zweifelsfreies IPOD-Homolog wurde sowohl in Drosophila
simulans, Drosophila erecta, Drosophila ananassae, Drosophila pseudoobscura als auch in
Drosophila simulans entdeckt, indem die für IPOD kodierende Nukleotidsequenz aus
Drosophila melanogaster als Datenbankabfrage verwendet wurde. Die korrespondierenden,
für IPOD kodierenden Sequenzen wurden virtuell translatiert, um die entsprechenden
Protein-Sequenzen zu erhalten. Mit Hilfe eines Sequenzabgleichs (Multiple Sequence
Alignments) konnte nachgewiesen werden, dass 71-97 % der Aminosäuren dieser drei
Proteine ähnlich und 77-96 % der Aminosäuren identisch sind (siehe Abb. 10 B).
Entsprechend der evolutionären Konservierung der Dnmt2 DNA-Methyltransferase in diesen
Spezies (Marhold et al., 2004c) legen diese Daten nahe, dass IPOD in Drosophiliden hoch
konserviert ist. Eine Konservierung von IPOD-ähnlichen Proteinen in anderen Spezies
konnte aufgrund der hoch repetitiven Proteinsequenz von IPOD bislang noch nicht
nachgewiesen werden.
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2.8 Etablierung eines spezifischen polyklonalen Antiserums gegen IPOD
Eine Voraussetzung für die weitere funktionelle Charakterisierung von IPOD war die
Herstellung eines spezifischen Antiserums. Dazu wurde ein Meerschweinchen mit einem
KLH-gekoppelten synthetischen  Peptid (siehe Abb. 11 A, blau hinterlegte Peptidsequenz)
immunisiert. Das resultierende polyklonale Meerschweinchen-Antiserum wurde im Western
Blot sowie in Immunofluoreszenzfärbungen hinsichtlich seiner Spezifität für das IPOD-
Protein getestet.
Proteinextrakte aus 6-9 h alten Drosophila Embryonen wiesen im Western Blot mit
diesem Antiserum eine einzelne Bande bei etwa 35 kDa auf (siehe Abb. 11 B, linke Spalte),
was mit dem berechneten Molekulargewicht des IPOD-Proteins von ca. 34 kDa überein-
stimmt. Dieses Signal konnte durch Prä-Inkubation des Antiserums mit dem Peptid, das zur
Immunisierung des Meerschweinchens verwendet wurde (siehe 5.7), spezifisch geblockt
werden (siehe Abb. 11 B, rechte Spalte).
       
Abb. 11: Etablierung eines spezifischen Antiserums gegen IPOD. (A) Die Amino-
säurensequenz des zur Immunisierung verwendeten Peptids ist blau hinterlegt
und ihre Position innerhalb des IPOD-Proteins ist als blauer Balken
dargestellt. (B) Western Blot zum Nachweis der Spezifität des a-IPOD
Antiserums. In Proteinextrakten frühen Drosophila Embryonen lieferte das a-
IPOD Antiserum im Western Blot eine einzelne Bande bei circa 35 kDa.
Dieses Signal wurde durch Prä-Inkubation des a-IPOD Antiserums mit dem
Peptid, das für die Immunisierung verwendet worden war, geblockt.
Ähnliche Ergebnisse konnten mit diesem Antiserum in Immunfluoreszenzfärbungen
von Drosophila Embryonen erzielt werden. Während das rot dargestellte Signal für DNA
nicht beeinträchtigt wurde (siehe Abb. 12, untere Reihe), konnte das grün dargestellte IPOD-
Immunfluoreszenzsignal (siehe Abb. 12, obere Reihe, linke Spalte) durch einen Peptid-Block
des Antiserums zu Hintergrundsignalen reduziert werden (siehe Abb. 12, obere Reihe,
rechte Spalte).
IPOD
 - Peptid    + Peptid
45 -
35 -
25 -
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Abb. 12: Immunologischer Nachweis der Spezifität des a-IPOD Antiserums. Durch
einen Peptid-Block des a-IPOD Antiserums wurde das Immunfluoreszenz-
signal für IPOD (grün; obere Reihe, linke Spalte) in Drosophila Embryonen
reduziert (obere Reihe, rechte Spalte), während das Signal für DNA (rot,
untere Reihe) nicht beeinträchtigt wurde.
Anhand dieser (sowie den im Anhang, Abb. 35) dargestellten Daten konnte die
Spezifität des a-IPOD Antiserums verifiziert werden, wodurch es in den nachfolgenden
Experimenten zur detaillierten Charakterisierung von IPOD eingesetzt werden konnte.
2.9 Nachweis des Expressionsmusters von IPOD während der Drosophila-
Entwicklung
Mit diesem spezifischen, polyklonalen Meerschweinchen-Antiserum gegen IPOD konnte nun
die IPOD-Expression während der Fliegenentwicklung charakterisiert werden. Dazu wurden
Proteinextrakte aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Wildtyp (Oregon R)-Fliegen
hergestellt und in einem Western Blot mit dem spezifischen a-IPOD Antiserum analysiert.
- Peptid + Peptid
  IPOD    IPOD
  DNA DNA
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Abb. 13: Nachweis des Expressionsmusters von IPOD während der Drosophila-
Entwicklung. Proteinextrakte wurden aus den angegebenen Entwicklungs-
stadien von Wildtyp-Fliegen präpariert und im Western Blot mit dem a-IPOD
Antiserum analysiert. Signifikante Mengen des IPOD Proteins wurden in 0-12
Stunden alten Embryonen detektiert, nicht jedoch in älteren Entwicklungs-
stadien. Die Position von Marker-Proteinen (in kDa) ist angegeben. Das
ribosomale Protein P40 diente als Ladekontrolle. „E“ bezeichnet Drosophila
Embryonen, „L“ bezeichnet Larven, „P“ bezeichnet Puppen und „A“ bezeichnet
Adulttiere. Zahlen geben das jeweilige Alter (in Stunden) der analysierten
Embryonen an.
Detektierbare Mengen des IPOD-Proteins wurden nur in 0-12 h alten Drosophila-
Embryonen gefunden, wobei die Proteinextrakte von 0-3 h alten Embryonen die stärkste
Bande bei ca. 35 kDa und damit die größten Mengen an IPOD-Protein aufwiesen (siehe Abb.
13). Im Vergleich dazu zeigten Proteinextrakte aus 3-6, 6-9 und 9-12 h alten Drosophila
Embryonen ein etwas schwächeres Signal bei ca. 35 kDa (siehe Abb. 13). Proteinextrakte
aus späteren Entwicklungsstadien wie Larven, Puppen und adulte Fliegen enthielten im
Gegensatz dazu nur sehr geringe Mengen an IPOD, wobei die Intensität dieser Signale nahe
am experimentellen Hintergrund lag (siehe Abb. 13). Als Ladekontrolle diente das ribosomale
Protein P40 (Török et al., 1999). Das Signal bei ca. 37 kDa in Proteinextrakten aus
Drosophila Embryonen könnte möglicherweise auf eine bislang unbekannte Protein-
modifikation von IPOD zurückzuführen sein oder eine unspezifische Kreuzreaktion des
Antiserums darstellen.
Die Expression von IPOD zeigt eine deutliche zeitliche Überlappung mit der Dnmt2-
Expression (Kunert et al., 2003), jedoch schien die Expression von IPOD stärker auf die
frühen Embryonalstadien beschränkt zu sein (siehe Abb. 13). Somit fällt die IPOD-
Expression präziser mit der Anwesenheit genomischer DNA-Methylierung (siehe Abb. 4)
zusammen als die Dnmt2-Expression. Dies lieferte einen erneuten Hinweis auf eine
mögliche Rolle von IPOD in der Regulation der Dnmt2-vermittelten DNA-Methylierung.
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2.10.1 Imunologischer Nachweis der subzellulären Lokalisierung von IPOD in
Drosophila Embryonen mittels konfokaler Laserscanmikroskopie
Nachdem diejenigen Entwicklungsstadien der Taufliege identifiziert waren, in denen IPOD-
Expression stattfindet, wurden Immunofluoreszenzfärbungen mit dem a-IPOD Antiserum und
konfokale Laserscanmikroskopie benutzt, um das subzelluläre Verteilungsmuster des
Proteins in Drosophila Wildtyp-Embryonen zu untersuchen (siehe Abb. 14).
 
Abb. 14: Nachweis einer dynamischen subzellulären Lokalisierung des IPOD-
Proteins in Drosophila Embryonen während des Zellzyklus. Konfokale
Laserscanmikroskopie-Analyse der subzellulären Lokalisierung des IPOD-
Signals (grün dargestellt). Die DNA-Färbung erfolgte mittels Propidiumiodid
und ist grau (linke Spalte) bzw. rot (rechte Spalte) dargestellt. Während der
Interphase und der Prophase wurde das IPOD-Signal überwiegend im
 DNA             IPOD                  Überlagerung
Interphase
Prophase
Metaphase/
Anaphase
Anaphase
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Zytoplasma detektiert. Im Gegensatz dazu schien das IPOD-Signal während
der Metaphase und Anaphase mit der chromosomalen DNA assoziiert zu sein.
Dies zeigte, dass sich die subzelluläre Lokalisierung des IPOD-Signals während des
Zellzyklus in Drosophila Embryonen dynamisch veränderte. So war das IPOD-Signal
während der Interphase und Prophase prädominant im Zytoplasma detektierbar (siehe Abb.
14, vierte bzw. erste Reihe). Während der Metaphase und Anaphase schien das IPOD-
Signal hingegen mit der chromosomalen DNA assoziiert zu sein (siehe Abb. 14, zweite und
dritte Reihe). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass IPOD Zellzyklus-abhängig in
Metaphasen an DNA binden könnte.
2.11 Immunologischer Nachweis der subzellulären Co-Lokalisierung von Dnmt2 und
IPOD in Drosophila Embryonen mittels konfokaler Laserscanmikroskopie
Für einen besseren Einblick in die Interaktion zwischen Dnmt2 und IPOD wurde die
subzelluläre Lokalisierung beider Proteine durch eine zusätzliche Immunfluoreszenzfärbung
von Drosophila Embryonen mit dem a-Dnmt2 Antikörper untersucht (siehe Abb. 15).
  DNA           IPOD                  Dnmt2         IPOD/Dnmt2
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Abb. 15: (A) Nachweis einer dynamischen subzellulären Lokalisierung des IPOD-
und des Dnmt2-Proteins in Drosophila Embryonen während des Zell-
zyklus. Konfokale Laserscanmikroskopie-Analyse der subzellulären Lokali-
sierung des IPOD-Signals (grün dargestellt) und des Dnmt2-Signals (rot
dargestellt). Die DNA-Färbung erfolgte mittels Propidiumiodid und ist grau
(linke Spalte) dargestellt. Während der Prophase wurde das IPOD-Signal
überwiegend im Zytoplasma detektiert, wohingegen das Dnmt2-Signal eine
ubiquitäre Verteilung aufwies. In der Anaphase zeigte sich das IPOD-Signal
überwiegend zwischen den Spindelpolen und überlappte teilweise mit dem
Dnmt2-Signal. Während der Interphase wies das Dnmt2-Signal eine nukleäre,
das IPOD-Signal jedoch eine zytoplasmatische Lokalisation auf. (B) Dnmt2
co-lokalisiert mit IPOD in vivo. Konfokale Laserscanmikroskopie-Analyse
der subzellulären Lokalisierung des Dnmt2- und IPOD-Proteins in Drosophila
Embryonen. Die DNA-Färbung erfolgte mittels Propidiumiodid und ist blau
dargestellt. Das IPOD-Signal ist grün dargestellt, das Dnmt2-Signal rot. Weiße
Balken repräsentieren 5 µm, die gestrichelte Linie begrenzt einen Bereich mit
Metaphase-Chromosomen. Während Interphase und Prophase war das
Dnmt2-Signal überwiegend im Nukleus und das IPOD-Signal im Zytoplasma
nachweisbar. In Metaphasen co-lokalisierten beide Signale und schienen mit
der DNA assoziiert zu sein.
In diesen Embryonen wiesen sowohl IPOD als auch Dnmt2 eine dynamische
subzelluläre Verteilung während des Zellzyklus auf. IPOD zeigte in Prophasen eine
zytoplasmatische Lokalisation, Dnmt2 wies eine ubiquitäre Verteilung auf (siehe Abb. 15 A,
erste Reihe). Während der Anaphase überlappte das zwischen den Spindelpolen lokalisierte
IPOD-Signal teilweise mit dem ubiquitär verteilten Dnmt2-Signal (siehe Abb. 15 A, zweite
Reihe). Im Gegensatz zu der nukleären Lokalisation des Dnmt2-Signals in Interphasen
wurde das IPOD-Signal überwiegend im Zytoplasma detektiert (siehe Abb. 15 A, dritte
Reihe). Eine repräsentative Doppel-Immunofluoreszenzfärbung von Dnmt2 und IPOD in
Metaphasen von Drosophila Embryonen ist in Abb. 15 B dargestellt.
Während früher Embryonalstadien, d. h. wenn die genomische Drosophila DNA
methyliert ist, zeigte das Signal für Dnmt2 eine nukleäre Lokalisierung während der
 DNA        IPOD                Dnmt2         IPOD/Dnmt2B
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Interphase (siehe Abb. 15 B). Der überwiegende Teil des IPOD-Signals war während dieser
Zellzyklusstadien hingegen im Zytoplasma nachweisbar (siehe Abb. 15 B). Im Gegensatz
dazu co-lokalisierte das Dnmt2- mit dem IPOD-Signal während der Metaphase und beide
Signale schienen mit der DNA assoziiert zu sein. Repräsentative Metaphasen sind in Abb.
15 B mit einer gestrichelten weißen Linie hervorgehoben. Diese Ergebnisse legen eine
transiente Wechselwirkung zwischen Dnmt2 und IPOD in vivo nahe und weisen darauf hin,
dass diese Interaktion Zellzyklus-abhängig ist.
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2.12 RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD in Drosophila Embryonen
Die funktionelle Charakterisierung von IPOD wurde durch die Tatsache erschwert, dass „P“-
Element-Insertionen in dem Gen oder kleine Defizienzen der korrespondierenden Gen-
Region zur Zeit nicht verfügbar waren. Aus diesem Grund wurde RNA-Interferenz (RNAi) in
Drosophila Embryonen benutzt, um die Konsequenzen einer RNAi-vermittelten Reduzierung
von IPOD zu analysieren. Die Mikroinjektion von doppelsträngiger (ds) RNA in Drosophila
Embryonen stellt eine effiziente Methode zur Herstellung von „knockdown“ Mutanten dar
(Kennerdell und Carthew, 1998). Zur Funktionsanalyse von IPOD wurde deshalb dsRNA von
einem cDNA-Klon (Rubin et al., 2000) synthetisiert und in Wildtyp-Embryonen (OrR) des
synzytialen Blastoderm-Stadiums mikroinjiziert. In parallelen Kontrollexperimenten wurden
Injektionspuffer sowie dsRNA von CG11840 mikroinjiziert. Dieses Gen kodiert für ein
Drosophila Homolog der Signal Peptid Peptidase (Weihofen et al., 2000), das keine
nachweisbare Funktion in der epigenetischen Regulation besitzt und dessen RNAi-
vermittelte Reduktion somit keinen Effekt auf die DNA-Methyltransferase zeigen sollte.
Puffer-injizierte Embryonen dienten zur Kontrolle der ausschließlich auf die Mikroinjektions-
prozedur zurückzuführenden Auswirkungen auf die Drosophila Embryonen.
Embryonen des synzytialen Blastoderm-Stadiums wurden mit IPOD dsRNA oder
CG11840 dsRNA mikroinjiziert und anschließend für 3 h bei 25 °C gealtert. Dieser
Inkubationsschritt lieferte ein Zeitfenster für die RNAi-vermittelte Reduzierung von IPOD bzw.
des Signal Peptid Peptidase Homologs. Die fortschreitende Entwicklung während dieser
Periode stellte darüber hinaus sicher, dass die Embryonen nicht unter direkten Effekten der
Injektionsprozedur litten. Anschließend wurden Serien von jeweils ca. 200 dieser mikro-
injizierten Drosophila Embryonen fixiert, permeabilisiert, einer Immunofluoreszenzfärbung mit
dem a-IPOD Antiserum sowie Propidiumiodid zur optischen Darstellung von DNA unter-
zogen und mit Hilfe eines konfokalen Laserscanmikroskops analysiert. Embryonen, die mit
CG11840 dsRNA mikroinjiziert wurden, wiesen das zuvor bereits in Wildtyp-Embryonen
beobachtete charakteristische IPOD-Färbemuster auf (siehe Abb. 16, obere Reihe). Im
Gegensatz dazu entfernte die bereits beschriebene Prozedur in mit IPOD dsRNA
mikroinjizierten Drosophila Embryonen effizient einen Großteil des IPOD-Signals (siehe Abb.
16, untere Reihe), was auf eine deutliche Reduktion des IPOD-Proteins hinwies.
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Abb. 16 : Immunologischer Nachweis der RNAi-vermittelten Reduzierung von
IPOD. IPOD dsRNA wurde in Drosophila Embryonen des synzytialen
Blastoderm-Stadiums mikroinjiziert. Als Kontrolle diente die Mikroinjektion von
dsRNA eines nicht in die epigenetische Regulation involvierten Drosophila
Signal Peptid Peptidase Homologs, CG11840. Nach einer 3-stündigen
Inkubation wurden diese Embryonen mit dem a-IPOD Antiserum (grün
dargestellt) und Propidiumiodid zur optischen Darstellung von DNA (grau bzw.
rot dargestellt) gefärbt.
Diese Ergebnisse bestätigten die Spezifität des a-IPOD Antiserums und lieferten die
Möglichkeit für einen gezielten RNAi-vermittelten „knockdown“ von IPOD und somit für eine
funktionelle Analyse dieses bislang uncharakterisierten Proteins.
Darüber hinaus wurde durch Doppel-Immunofluoreszenzfärungen von mit IPOD
dsRNA-mikroinjizierten Embryonen und Kontrollen mit den a-IPOD und a-Dnmt2 Antiseren
analysiert, ob die RNAi-vermittelte Reduktion des IPOD-Proteins Auswirkungen auf die
subzelluläre Lokalisierung des Dnmt2-Proteins hatte (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD führt zu einem Verlust des an
Metaphase-Chromosomen assoziierten Dnmt2-Signals in Drosophila
Embryonen. Konfokale Laserscanmikroskopie-Analyse der subzellulären
Lokalisierung des Dnmt2- und IPOD-Proteins in mikroinjizierten Drosophila
Embryonen. Die DNA-Färbung erfolgte mittels Propidiumiodid und ist grau
(linke Spalte) bzw. blau (rechte Spalte, untere Reihe) dargestellt. Das IPOD-
Signal ist grün, das Dnmt2-Signal rot dargestellt. Die gestrichelte Linie
begrenzt einen Bereich mit Metaphase-Chromosomen.
Dies zeigte, dass Embryonen, die mit der Kontroll-dsRNA injiziert worden waren, mit
Wildtyp-Embryonen vergleichbare subzelluläre Lokalisierungsmuster für IPOD und Dnmt2
aufwiesen (siehe Abb. 17, obere Reihe). Im Gegensatz dazu resultierte die RNAi-vermittelte
Reduktion von IPOD in Metaphasen zu einem Verlust des an der DNA assoziierten Dnmt2-
Signals (siehe Abb. 17, untere Reihe). Diese Ergebnisse legen nahe, dass IPOD eine Rolle
in der Regulation der Lokalisierung von Dnmt2 spielen könnte, die Zellzyklus-abhängig ist.
Darüber hinaus wurde untersucht, ob die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD einen
Einfluss auf die normale Entwicklung der Taufliege hatte. Dazu wurden entsprechend
mikroinjizierte Embryonen bei 18°C bis zum Erreichen des ersten Larvenstadiums inkubiert
und analysiert. Interessanterweise schien die RNAi-vermittelte Reduktion des IPOD-Proteins
einen detektierbaren Effekt auf die Lebensfähigkeit der mikroinjizierten Embryonen zu haben
(siehe Abb. 18).
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dsRNA
IPOD
dsRNA
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Abb. 18: Die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD in Drosophila Embryonen
resultiert in embryonaler Letalität. Analysiert wurde der Effekt der RNA-
Interferenz auf die Embryonalentwicklung. Der Prozentsatz an sich aus den
mikroinjizierten Embryonen bis zum ersten Larvenstadium entwickelten Tieren
ist angegeben als „Schlüpfrate“. Für jedes Experiment wurden ca. 300
Embryonen mikroinjiziert, die exakte Anzahl injizierter Individuen ist unter „n“
aufgeführt.
Im Folgenden bezeichnet die „Schlüpfrate“ den Prozentsatz an mikroinjizierten
Embryonen, die sich erfolgreich bis zum ersten Larvenstadium entwickelten. Embryonen, die
mit Dnmt2 dsRNA mikroinjiziert worden waren, wiesen mit einer Schlüpfrate von 46 % im
Vergleich zu Puffer-injizierten Embryonen, mit einer Schlüpfrate von 52,1 %, keine signifikant
erhöhte embryonale Letalität auf (siehe Abb. 18). Im Gegensatz dazu erreichten nur 17,5 %
der mit IPOD dsRNA mikroinjizierten Embryonen das erste Larvenstadium (siehe Abb. 18).
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD die
normale Entwicklung der Taufliege beeinträchtigt.
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2.13 Etablierung von IPOD-überexprimierenden Drosophila-Linien
2.13.1 Das verwendete transgene System
Fliegenstämme mit einer Mutation für IPOD sind bislang nicht erhältlich. Für eine nähere
funktionelle Charakterisierung von IPOD sollten deshalb Fliegen hergestellt werden, die ein
Transgen zur GAL4-induzierbaren Überexpression von IPOD besitzen. Eine genauere
Untersuchung dieser transgenen Fliegen sollte dann weitere Hinweise in Bezug auf die
Funktion von IPOD und in Bezug auf die Regulation der DNA-Methylierung liefern.
      
Abb. 19: Das verwendete UAS-GAL4-System. IPOD wurde mit Hilfe eines GAL4-
induzierbaren Transgen-Systems (Brand und Perrimon, 1993) in Drosophila
ektopisch überexprimiert. Dazu wurden Fliegen einer GAL4-Treiberlinie mit
UAS-IPOD transgenen Fliegen gekreuzt. Ein gewebsspezifisch-, ubiquitär-
exprimierendes oder Hitzeschock-induzierbares Enhancer-Element kontrolliert
die Expression des GAL4-Proteins. Das IPOD-Transgen wird von einem UAS-
(upstream activating sequence-) Motiv kontrolliert. In der resultierenden F1-
Generation wird das GAL4-Protein in denjenigen Geweben exprimiert, in
denen der entsprechende Enhancer aktiv ist.
gewebsspezifische bzw.
ubiquitäre entwicklungs-
spezifische Expression
des GAL4-Proteins
transkriptionelle Aktivierung
des IPOD-Transgens
GAL4-Protein
Enhancer  GAL4 IPOD  UAS
GAL4-Treiberlinie X  UAS-IPOD transgene Linie
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Zur Herstellung der IPOD-überexprimierenden Fliegen mit Hilfe des UAS-GAL4-
Systems (Brand und Perrimon, 1993; siehe Abb. 19) wurde die cDNA von IPOD zunächst in
einen GAL4-induzierbaren Vektor (pUAST) subkloniert und, zusammen mit einem
Transposase-kodierenden Hilfsvektor (pUChsD2-3), in yw-Embryonen mikroinjiziert. Durch
„P“-Element-vermittelte Keimbahntransformation (siehe 5.9) wurden schließlich die in Tab. 2
aufgeführten transgenen UAS-IPOD-Fliegenlinien erhalten.
Tab. 2: Übersicht der etablierten transgenen Drosophila-Linien zur ektopischen
Überexpression von IPOD.
Bezeichnung der
transgenen UAS-
IPOD-Linie:
Homozygot
lebensfähig:
Chromosom, auf dem das
Transgen integriert ist:
UAS-IPOD # 1 ja X-Chromosom
UAS-IPOD # 2 ja Chromosom 3
UAS-IPOD # 3 ja Chromosom 2
UAS-IPOD # 4 ja Chromosom 2
UAS-IPOD # 5 ja Chromosom 2
Die homozygoten transgenen Linien wurden durch Mikroinjektion und „P“-
Element-vermittelte Keimbahntransformation gewonnen und das jeweilige
Chromosom, auf welchem das Transgen integriert hatte, durch Segregations-
experimente bestimmt.
Genetische Kreuzungen dieser UAS-IPOD-Linien mit verschiedenen charakterisierten
GAL4-Transaktivator-Stämmen ermöglichten eine gezielte Überexpression von IPOD in
definierten Geweben und während bestimmter Entwicklungsstadien der Taufliege.
2.13.2 Nachweis der Überexpression des IPOD-Proteins
Die Überexpression von IPOD sollte nun durch Kreuzungen dieser UAS-IPOD-Fliegenlinien
mit einem Hitzeschock-induzierbaren GAL4 Treiberstamm (hs-GAL4) erzielt und durch eine
Analyse mittels Western Blot bestätigt werden. Die Expression von IPOD ist entwicklungs-
spezifisch reguliert und Proteinextrakte aus Wildtyp-Larven wiesen im Western Blot nur ein
sehr schwaches Signal für IPOD auf (siehe 2.9, Abb. 13). Deshalb wurden Protein-extrakte
aus Speicheldrüsen von transgenen Larven des dritten Larvenstadiums verwendet, um den
Nachweis der ektopischen Expression von IPOD in einem sensitiven System zu erzielen. Als
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Negativ-Kontrolle dienten entsprechende Proteinextrakte von Kontroll-Larven ohne IPOD-
Transgen, die aus Kreuzungen von yw-Weibchen (Wirtsstamm der Mikroinjektion und „P“-
Element-vermittelten Keimbahntransformation) mit hs-GAL4-Männchen stammten.
Abb. 20: Western Blot zum Nachweis der Überexpression des IPOD-Proteins in
transgenen Drosophila-Linien. Proteinextrakte aus jeweils 5 Speichel-
drüsenpaaren von transgenen Larven des dritten Larvenstadiums wurden
mittels Western Blot analysiert. Als Negativ-Kontrolle dienten Nachkommen
aus Kreuzungen von yw-Weibchen mit hs-GAL4-Fliegen. Die Position der
Marker-Proteine (in kDa) ist angegeben. Als Ladekontrolle diente das ribo-
somale Protein P40.
Die Abbildung 20 zeigt, dass das a-IPOD polyklonale Meerschweinchen-Antiserum in
den IPOD-überexprimierenden Proben erwartungsgemäß ein diskretes Signal bei ca. 35 kDa
lieferte. In Übereinstimmung mit den vorangegangenen Analysen des Expressionsmusters
von IPOD während der Drosophila-Entwicklung (siehel 2.9, Abb. 13) konnte in Kontrollen
kein solches Signal bei ca. 35 kDa nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse bestätigen die
Spezifität des a-IPOD Antiserums. Die so etablierten IPOD-über-exprimierenden Drosophila-
Linien konnten nun weiterführenden Untersuchungen unterzogen werden.
2.14 Untersuchungen von IPOD-überexprimierenden Drosophila-Linien
2.14.1 Analyse des Phänotyps IPOD-überexprimierender Fliegen
Nachdem die transgenen UAS-IPOD-Fliegenlinien etabliert waren, wurden
Kreuzungen mit verschiedenen GAL4-Transaktivator-Stämmen angesetzt (siehe Tabelle 3),
um die Überexpression von IPOD in definierten Geweben und während bestimmter
Entwicklungsstadien der Taufliege zu induzieren. Die Nachkommen dieser Kreuzungen
IPOD
P40
  - 35
  - 40
UAS-
IPOD
#1
UAS-
IPOD
#2  Kontrolle
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wurden auf Effekte der IPOD-Überexpression untersucht. Die Haltung der Fliegen erfolgte
bei 25°C. Jeweils ca. 200 Nachkommen dieser Kreuzungen (siehe Tabelle 3) wurden
hinsichtlich auffälliger Störungen in ihrer Entwicklung zu Adulttieren, hinsichtlich ihrer
Puppenletalität sowie hinsichtlich potentieller phänotypischer Abnormalitäten der adulten,
IPOD-überexprimierenden Fliegen untersucht.
Tab. 3: Übersicht der Phänotypenanalyse von IPOD-überexprimierenden Tau-
fliegen.
GAL4-
Treiber-
stamm
Expressionsmuster n
UAS-
IPOD
#1
n
UAS-
IPOD
#2
Ent
wicklungs-
störungen
Phänotypische
Abnormalitäten
sgs-
GAL4
gewebsspezifische
Expression in
Speicheldrüsen
223 247 keine keine
id-GAL4 gewebsspezifische
Expression in
Imaginalscheiben
211 180 keine keine
ey-GAL4 gewebsspezifische
Expression in Augen-
Imaginalscheiben
212 219 keine keine
da-GAL4 ubiquitäre Expression ab
dem Larvenstadium
168 145 keine keine
hs-GAL4 Hitzeschock-induzierbare,
ubiquitäre Expression ab
dem Larvenstadium
205 211 keine keine
GAL4-
1032
ubiquitäre Expression ab
dem Larvenstadium
222 167 keine keine
A5C-
GAL
entwicklungsspezifische,
ubiquitäre Expression ab
der frühen Embryogenese
548 397 letal letal
GAW-
BT80
entwicklungsspezifische,
ubiquitäre Expression ab
dem ersten Larvenstadium
352 350 keine keine
GMR-
GAL
entwicklungsspezifische
Expression in terminal
differenzierten Zellen
98 122 keine keine
Die Ergebnisse wurden anhand der Analyse von der unter „n“ angegebenen Anzahl an
Fliegen aus zahlreichen unabhängigen Kreuzungen gewonnen. Eine vergleichbare Anzahl
an Nachkommen entsprechender Kontrollen wurde ebenfalls untersucht. Da diese Fliegen
keine Entwicklungsstörungen sowie phänotypische Abnormalitäten aufwiesen, wurden sie
nicht aufgelistet. #1 und #2 bezeichnen die bereits in 2.13.1, Tab. 2 dargestellten
unabhängigen UAS-IPOD-Fliegenlinien.
Als Negativ-Kontrolle dienten Nachkommen aus Kreuzungen von Weibchen des
Wirtsstammes mit Männchen des jeweilig eingesetzten GAL4-Transaktivator-Fliegen-
stammes. Diese Fliegen wiesen keine Entwicklungsstörungen oder phänotypische Ab-
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normalitäten auf. Die Überexpression von IPOD mit gewebsspezifisch IPOD induzierenden
GAL4-Transaktivatorstämmen zeigte im Vergleich zu entsprechenden Kontrollen keinen
detektierbaren Einfluss auf die Entwicklung zu Adulttieren sowie keine signifikanten
phänotypischen Abnormalitäten (siehe Tabelle 3). Die Analyse von ab dem Larvenstadium
IPOD ubiquitär exprimierenden Individuen resultierte in vergleichbaren Ergebnissen (siehe
Tabelle 3). Im Gegensatz dazu führte die während der frühen Embryogenese durch
A5CGAL-induzierte Überexpression von IPOD zu Letalität (siehe Tabelle 3, rot hinterlegte
Daten).
Eine detailliertere Analyse der durch die A5CGAL-induzierte IPOD-Überexpression
hervorgerufenen Störungen in der Fliegenentwicklung ergab, dass diese Überexpression von
IPOD während der frühen Embryogenese für einen beträchtlichen Anteil an Embryonen,
Larven und Puppen letal war (siehe Abb. 21). Die Embryonen starben, bevor sie sich bis
zum ersten Larvenstadium (L1) entwickeln konnten. Die ektopische Überexpression von
IPOD führte auch zur Letalität während der Metamorphose, wobei die Individuen völlig un-
differenziert zu Beginn sowie gegen Ende des Puppenstadiums (P) starben. Adulte Fliegen
(A) wurden nicht erhalten.
     
Abb. 21: Konstitutive Überexpression des IPOD-Proteins mit A5CGAL resultiert in
Letalität während embryonaler und larvaler Entwicklungsstadien sowie
während des Puppenstadiums. Schwarze sowie graue durchgezogene
Linien repräsentieren Nachkommen von Kreuzungen unabhängiger UAS-
IPOD-Fliegenlinien mit dem A5CGAL-Treiberstamm, die schwarze gestrichelte
Linie repräsentiert Nachkommen der entsprechenden Kontrolle. Die
Ergebnisse wurden anhand der Analyse von der unter „n“ angegebenen
Anzahl an Individuen aus unabhängigen Kreuzungen gewonnen.
Ü
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Im Gegensatz zu einer embryonalen Letalität von 5 % in Kontrollen, resultierte die
A5CGAL-induzierte Überexpression von IPOD während der frühen Embryogenese in einer
embryonalen Letalitätsrate von 45 % (siehe Abb. 21). Die Puppenletalität der Kontrollen lag
bei 0,1 %, bei IPOD-überexprimierenden Individuen hingegen bei 25 % (siehe Abb. 21).
A5CGAL-induzierte IPOD-überexprimierende adulte Fliegen wurden, wie bereits erwähnt,
nicht erhalten.
Diese Ergebnisse zeigten, dass die Überexpression von IPOD während früher
Entwicklungsstadien die normale Fliegenentwicklung beeinträchtigt. Da genomweite DNA-
Methylierung spezifisch in Drosophila Embryonen nachgewiesen werden konnte, könnte die
Abhängigkeit des beobachteten Phänotyps von der Aktivierung des IPOD-Transgens
während der Embryogenese auf eine mögliche Rolle des IPOD-Proteins in der Regulation
der DNA-Methylierung hindeuten.
2.14.2 Nachweis der Co-Lokalisierung von IPOD und Dnmt2 in Polytän-Chromosomen
IPOD-überexprimierender Larven
Die transgenen, IPOD-überexprimierenden Fliegen sollten darüber hinaus zur Analyse der
chromosomalen Assoziation des IPOD- sowie des Dnmt2-Proteins eingesetzt werden. Dazu
wurde IPOD durch Kreuzung der UAS-IPOD- mit hs-GAL4-Fliegen in Speicheldrüsen der
Nachkommen exprimiert und das Verteilungsmuster der beiden Proteine durch Doppel-
Immunofluoreszenzfärbungen von polytänen Chromosomen mit den a-IPOD und a-Dnmt2
Antiseren untersucht. Polytäne Chromosomen oder Riesenchromosomen bestehen aus
einer großen Anzahl exakt gepaarter Chromatiden, die durch wiederholte Replikation der
chromosomalen DNA ohne darauf folgende Zell- und Kernteilungen entstehen. Es handelt
sich um Chromosomen, die eine Längsgliederung in dunkle Banden und helle Interbanden
zeigen. Die dunklen Banden repräsentieren Chromatin in der dicht gepackten Solenoid-
Form, wohingegen die hellen Interbanden Chromatin in der aufgelockerten Nukleosomen-
Form aufweisen. Jede der dunklen Banden enthält einige Gene, die Interbanden enthalten
hingegen größtenteils nicht-codierende spacer DNA. Das Banden- und Interbanden-Muster
ist chromosomenspezifisch.
Immunfärbungen von polytänen Speicheldrüsen-Chromosomen IPOD-überexpri-
mierender Larven mit den a-IPOD und a-Dnmt2 Antiseren zeigten, dass IPOD-Signale an
etwa 40 Stellen der polytänen Chromosomenarme detektierbar waren (siehe Abb. 22). Die
Deckungsgleichheit dieses IPOD-Färbemusters von unterschiedlichen polytänen
Chromosomen liess sich besonders an den Enden einander entsprechender Chromosomen-
arme leicht feststellen (siehe Abb. 22, obere Reihe, rechte Spalte, weiße Rechtecke).
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Abb. 22: IPOD und Dnmt2 co-lokalisieren an polytänen Speicheldrüsen-
Chromosomen IPOD-überexprimierender Larven. IPOD-Signale sind grün
dargestellt, Dnmt2-Signale rot. Die DNA wurde mit DAPI gefärbt und ist grau
dargestellt. Weiße Balken repräsentieren 5 µm. Die untere Bildreihe zeigt
einen Chromosomenarm aus der mittleren Bildreihe in stärkerer
Vergrößerung. Weiße Rechtecke in rechten Spalte der oberen Bildreihe heben
die Enden einander entsprechender Chromosomenarme mit dem grün
dargestellten IPOD-Signal hervor.
Dies deutete darauf hin, dass IPOD an chromosomale DNA binden kann, entweder
direkt oder durch Protein-Protein Interaktionen. Darüber hinaus zeigte das Dnmt2-Signal ein
sehr ähnliches Färbemuster und wies eine starke Überlappung mit dem Färbemuster des
IPOD-Signals auf (siehe Abb. 22, „Überlagerung“ des IPOD- und Dnmt2-Signals). Diese
Ergebnisse legten eine Wechselwirkung zwischen Dnmt2 und IPOD in vivo nahe.
   DNAIPOD Dnmt2   Überlagerung
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2.14.3 Nachweis einer erhöhten Dnmt2-Expression in IPOD-überexprimierenden
Fliegen
Zur Analyse einer potentiellen Rolle von IPOD in der Regulation der DNA-Methyltransferase
Dnmt2 und somit in der Regulation der DNA-Methylierung in Drosophila wurden ubiquitär
IPOD-überexprimierende Fliegen hergestellt. Dazu wurden UAS-IPOD-Linien mit der
Hitzeschock-induzierbaren GAL4-Linie gekreuzt und die Nachkommen dieser Kreuzungen
wurden täglich durch eine einstündige Inkubation im 37 °C  warmen Wasserbad ab dem
Puppen-stadium einem Hitzeschock unterzogen. Die endogene Expresssion der DNA-
Methyltransferase Dnmt2 ist entwicklungsspezifisch reguliert und im Western Blot sind
detektierbare Mengen des Dnmt2-Proteins nur während der Embryogenese nachweisbar
(Kunert et al., 2003). Somit stellt die ektopische Expression des endogen nur während der
frühen Embryogenese exprimierten Dnmt2-Interaktionspartners IPOD (siehe 2.9, Abb. 13)
während späterer Stadien der Fliegenentwicklung ein sensitives System zum Nachweis einer
möglichen Funktion von IPOD in der Regulation der Dnmt2-Expression dar. Als Positiv-
Kontrolle wurden Dnmt2-überexprimierende Fliegen, als Negativ-Kontrolle Kreuzungen mit
dem nicht transgenen Wirtsstamm verwendet. Adulte Nachkommen dieser Kreuzungen
wurden 10 Tage nach dem Schlüpfen abgesammelt, um mRNA für eine cDNA-Synthese und
anschließende RT-PCR-Analyse zu gewinnen sowie Proteinextrakte für eine Analyse mittels
Western Blot mit dem a-Dnmt2-Antiserum herzustellen. Der Nachweis der hs-GAL4-
induzierten Überexpression von IPOD im Western Blot wurde bereits zuvor dargestellt (siehe
2.13.1, Abb. 20).
    
Abb. 23: Transgene Überexpression von IPOD induziert die Expression von
Dnmt2. Die Dnmt2-Expression wurde mittels Western Blot (obere Reihe) und
RT-PCR (untere Reihe) analysiert. Dnmt2-überexprimierende Fliegen (rechte
 10 %
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 Dnmt2
 Dnmt2
 P40
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Spalte) dienten als Positiv-Kontrolle. P40 diente als Ladekontrolle in der
Western Blot Analyse, EF1a48D in der RT-PCR Analyse.
Nun sollte durch den Vergleich IPOD-überexprimierender Fliegen mit entsprechenden
Positiv- und Negativ-Kontrollen in RT-PCRs mit Dnmt2-spezifischen Primern und in Western
Blots mit dem a-Dnmt2 Antikserum festgestellt werden, ob die Überexpression von IPOD
Auswirkungen auf die Dnmt2-Expression hatte. Im Western Blot wiesen IPOD-über-
exprimierenden Fliegen (siehe Abb. 23, obere Reihe, mittlere Spalte) ein intensiveres Signal
für Dnmt2 bei ca. 40 kDa auf als das „Hintergrund-Signal“ entsprechender Negativ-Kontrollen
(siehe Abb. 23, obere Reihe, linke Spalte). Dnmt2-überexprimierende Fliegen zeigten im
Vergleich dazu eine erwartungsgemäß sehr starke Dnmt2-Bande bei ca. 40 kDa (siehe Abb.
23, obere Reihe, rechte Spalte) und dienten somit als Positiv-Kontrolle. Übereinstimmend
damit wiesen IPOD-überexprimierende Fliegen in der RT-PCR-Analyse im Vergleich zu
entsprechenden Negativ-Kontrollen (siehe Abb. 23, untere Reihe, linke Spalte) eine größere
Menge an Dnmt2-PCR-Produkt auf (siehe Abb. 23, untere Reihe, mittlere Spalte).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die ektopische Expression von IPOD während
späterer Stadien der Fliegenentwicklung die Expression von Dnmt2 induziert und weisen auf
eine Rolle von IPOD in der Regulation der DNA-Methyltransferase Dnmt2 hin.
2.14.4 Nachweis von DNA-Hypermethylierung in genomischer DNA aus IPOD-über-
exprimierenden Fliegen
Ein wichtiger Schritt hinsichtlich der funktionellen Charakterisierung von IPOD war die
Analyse der genomischen DNA von IPOD-überexprimierenden Fliegen auf Änderungen ihres
DNA-Methylierungslevels. Falls sich dieser als Antwort auf die Überexpression des IPOD-
Transgens erhöht, könnte damit eine Funktion in der Regulation der DNA-Methyltransferase-
Aktivität nachgewiesen werden.
Für dieses Experiment wurden, wie bereits in 2.12.3 beschrieben, durch Hitzeschock-
Induktion ubiquitär IPOD-überexprimierende Fliegen hergestellt. Anschließend wurde die
genomische DNA dieser Fliegen mittels Mizellarer Elektrokinetischer Kapillar-
Chromatographie (MEKC) und Detektion mit Laserinduzierter Fluoreszenz (LIF) auf ihren
Gehalt an 5-methyl-Cytosin untersucht.
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Abb. 24: Transgene Überexpression von IPOD führt zur Hypermethylierung
genomischer Drosophila DNA. Quantifizierung des 5-methyl-Cytosin-
Gehaltes genomischer DNA von unabhängigen IPOD-überexprimierenden
Fliegenlinien (schwarzer sowie grauer Balken) und Kontrollen (weißer Balken)
mittels Mizellarer Elektrokinetischer KapillarChromatographie (MEKC) und
Detektion mit Laserinduzierter Fluoreszenz (LIF). Mittelwerte wurden anhand
mehrerer, unabhängiger Experimente erstellt. Standardabweichungen sind als
Fehlerbalken angegeben.
Die mittels Kapillar-Elektrophorese erhaltenen Messwerte der Negativ-Kontrolle, die
nur den 5-methyl-Cytosin-Gehalt von Wildtyp-Fliegen aufweisen sollte, lagen nach 10 Tagen
Hitzeschock-Behandlung bei 0,17 % (Cytosin-5) DNA-Methylierung (siehe Abb. 24, weißer
Balken). IPOD-überexprimierende Fliegen wiesen nach 10 Tagen Hitzeschock-Behandlung
mit 0,59 % bis 0,60 % (Cytosin-5) DNA-Methylierung im Vergleich zu den Negativ-Kontrollen
einen signifikanten Anstieg ihres 5-methyl-Cytosin-Gehaltes auf (siehe Abb. 24, schwarzer
sowie grauer Balken). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Überexpression von IPOD zur
Hypermethylierung des Drosophila Genoms führt und weisen auf eine funktionelle Rolle von
IPOD in der Regulation der DNA-Methylierung hin.
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3. Diskussion
In einer großen Anzahl an Spezies, von Bakterien bis hin zum Menschen, wurde Cytosin-5
DNA-Methylierung gefunden, die durch DNA-Methyltransferasen (Dnmts) katalysiert wird.
Diese Enzyme besitzen ein stark konserviertes Set katalytischer Motive, die zur
Identifizierung von DNA-Methyltransferase-Genen in genomischen Sequenzen genutzt
werden können (Kumar et al., 1994). Auf diese Weise wurden in Säugern die vier unter-
schiedlichen DNA-Methyltransferasen Dnmt1, Dnmt2, Dnmt3a und Dnmt3b identifiziert sowie
charakterisiert (Bestor, 2000). Dazu wurden unter anderem auch transgene Fliegen
hergestellt, welche die Dnmt1- und/oder Dnmt3a-Enzyme aus der Maus ektopisch
exprimierten (Lyko et al., 1999). Überraschenderweise resultierte die so erzielte Hyper-
methylierung des Fliegengenoms in Letalität. Dies wies erstmals auf die Gegenwart eines
Systems in der Taufliege hin, das die DNA-Methylierungssignale interpretieren kann (Lyko et
al., 1999). Das Taufliegen-Genom enthält nur zwei Gene mit extensiven Homologien zu
Komponenten des DNA-Methylierungssystems aus Vertebraten, deren Gen-Produkte Teile
eines Drosophila DNA-Methylierungssystems sein könnten (Lyko et al., 2001): Dnmt2, das
für eine potentielle DNA-Methyltransferase kodiert und MBD2/3, das für ein potentielles
Methyl-DNA-Bindeprotein kodiert (Hung et al., 1999; Tweedie et al., 1999; Wade et al.,
1999). Eine zentrale Frage, die bislang noch nicht beantwortet wurde, bleibt die biologische
Funktion der DNA-Methylierung in der Taufliege. Da das potentielle DNA-Methylierungs-
system in Drosophila, wie bereits in Kapitel 1.5 erwähnt, viel einfacher aufgebaut ist als das
in Vertebraten (Lyko et al., 2001), könnte die Charakterisierung der DNA-Methylierung in der
Taufliege die grundlegende („Kern“-) Funktion der DNA-Methylierung offen legen. Einige der
bereits bekannten Prozesse, in welche die DNA-Methylierung in Vertebraten involviert ist,
wie beispielsweise die Regulation der genomischen Prägung (Li et al., 1993), die In-
aktivierung des X-Chromosoms (Panning und Jaenisch, 1996), Apoptose (Jackson-Grusby
et al., 2001; Stancheva et al., 2001), die Transkriptionskontrolle von Retroelementen (Walsh
et al., 1998) und die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität (Chen et al., 1998)
könnten dann als funktionelle Adaptationen identifiziert werden, die während der Evolution
der Vertebraten entstanden sein könnten. Die Diversität dieser molekularen Konsequenzen
genomischer DNA-Methylierung könnte auf eine bislang nicht identifizierte höhere Funktion
der DNA-Methylierung hindeuten, wobei die molekularen Konsequenzen der DNA-
Methylierung von dem präzisen Kontext der jeweils vorhandenen epigenetischen Signale
abhängig sein könnten (Field et al., 2004).
Die entwicklungsspezifische Regulation der DNA-Methylierung repräsentiert ein
wichtiges Charakteristikum, welches die Taufliege von Säugern unterscheidet (Lyko, 2001).
In zahlreichen Spezies konnte eine entwicklungsspezifische Regulation der Mengen an 5-
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methyl-Cytosin im jeweiligen Genom nachgewiesen werden. So wurden in der
Säugerentwicklung zwei Zyklen charakterisiert, in denen eine gezielte Veränderung („Re-
programmierung“) der vorhandenen DNA-Methylierungsmuster stattfindet. Während der
Entwicklung der Keimzellen werden die bereits vorhandenen herkunftsspezifischen DNA-
Methylierungsmuster in Genen, die der genomische Prägung unterliegen, entfernt. Dieser
erste Zyklus einer Reprogrammierung der DNA-Methylierungsmuster stellt die Totipotenz der
Gameten sicher (Reik und Walter, 2001). Unmittelbar nach der Fertilisation findet der zweite
Zyklus einer Veränderung des DNA-Methylierungsmusters in Säugern statt, in dessen
Verlauf das paternale Genom durch einen potentiell aktiven Mechanismus demethyliert, das
maternale Genom hingegen durch einen passiven Mechanismus demethyliert wird (Mayer et
al., 2000; Reik und Walter, 2001). Die Funktion dieser frühen embryonalen Demethylierung
ist ungeklärt, jedoch wurde spekuliert, dass dieser Mechanismus der Auslöschung des
„epigenetischen Programms“ der Zygote dienen könnte und somit die Etablierung eines
neuen DNA-Methylierungsmusters für die embryonale Entwicklung und Differenzierung
ermöglichen könnte. Zum Zeitpunkt der Implantation werden DNA-Methylierungsmuster re-
etabliert (Kafri et al., 1992; Monk et al., 1987). Methylierte Gene, die der genomischen
Prägung unterliegen, sowie einige bestimmte Klassen an Sequenzwiederholungen (repeats)
werden nicht demethyliert (Reik und Walter, 2001). Eine aktive Demethylierung des
paternalen, aber nicht des maternalen Genoms wurde in fertilisierten Zygoten von Mäusen,
Ratten, Schweinen und Rindern beobachtet (Santos et al., 2002; Dean et al., 2001). Ähnlich
wurde in Zebrafischen während der frühen Embryogenese ebenfalls eine genomweite
Demethylierung mit anschließender „de novo“ DNA-Methylierung beobachtet (Mhanni und
McGowan, 2004; Santos et al., 2002), jedoch findet weder in Zebrafischen noch in
Krallenfröschen eine aktive Demethylierung statt (Stancheva et al., 2002). Im Japankärpfling
(Oryzias latipes) kommt es hingegen während der Embryogenese zu keiner aktiven oder
passiven Demethylierung des Genoms (Walter et al., 2002). In Pflanzen wie Arabidopsis
thaliana wurde eine stetige Zunahme der Menge an 5-methyl-Cytosin während der
Entwicklung beobachtet, mit einem progressiven Trend von Kotyledonen über vegetative
Organe bis hin zu reproduktiven Organen (Ruiz-Garcia et al., 2005). Im Gegensatz dazu
wurden im Kürbis (Cucurbita pepo) die höchsten Mengen an 5-methyl-Cytosin in frühen
Embryonen detektiert sowie eine deutliche Reduktion in späteren Entwicklungsstadien
nachgewiesen (Leljak-Levanic et al., 2004).
Die Etablierung einer sensitiven Methode zur genomweiten Analyse der DNA-
Methylierung (Stach et al., 2003) lieferte uns die Möglichkeit, die Menge an 5-methyl-Cytosin
in genomischer Drosophila DNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien zu quanti-
fizieren. In Übereinstimmung mit früheren Studien, in denen kein 5-methyl-Cytosin in
genomischer DNA aus adulten Taufliegen (Argyrakis und Bessman, 1963; Cedar et al.,
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1979; Rae et al., 1979; Bird et al., 1980) und Puppen (Patel und Gopinathan, 1987), jedoch
signifikante Mengen an 5-methyl-Cytosin in Drosophila Embryonen detektiert werden konnte
(Lyko et al., 2000a), bestätigten die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse die
Anwesenheit von DNA-Methylierung in frühen Stadien der Embryogenese sowie eine
deutliche Reduktion der detektierbaren Menge an 5-methyl-Cytosin in späteren Entwick-
lungsstadien der Taufliege. Im Gegensatz zu Vertebraten, in denen gewöhnlich 4-5 % aller
Cytosine methyliert sind (Gama-Sosa et al., 1983), weist genomische DNA aus Drosophila
einen deutlich geringeren Anteil an 5-methyl-Cytosin auf (Gowher et al., 2000; Lyko et al.,
2000a). Die höchste Menge an 5-methyl-Cytosin, die im Rahmen dieser Arbeit in
genomischer DNA aus frühen Drosophila Embryonen detektiert wurde (1,5 %), ist signifikant
höher als die aus früheren Experimenten (0,4 %) (Lyko et al., 2000a). Dieser Unterschied
kann durch die unterschiedlichen angewendeten Methoden erklärt werden: Während die
früheren Ergebnisse auf Abschätzungen nach einer „Nearest Neighbour“-Analysemethode
beruhten (Lyko et al., 2000a), resultieren die Daten dieser Arbeit aus einer direkten
biochemischen Analyse genomischer DNA und stellen aus diesem Grund den präzisen
(Cytosin-5) DNA-Methylierungs-Level dar.
Diese entwicklungsspezifisch regulierte Reduktion der DNA-Methylierungsaktivität in
Taufliegen könnte der Demethylierung des Maus-Genoms während der frühen Embryo-
genese ähneln (Monk et al., 1987). Nach dieser Periode erfolgt jedoch in Säugern eine
globale „de novo“ Methylierung der DNA, aber nicht in Drosophila. Dies könnte darauf
hindeuten, dass die genomweite DNA-Methylierung in der Taufliege nur in einem bestimmten
Zeitraum während der frühen Embryogenese eine wichtige Rolle in der Codierung der
epigenetischen Information spielt, die während späterer Stadien der Fliegenentwicklung
jedoch durch andere epigenetische Mechanismen übernommen werden könnte. Das Methyl-
DNA-Bindeprotein MBD2/3 könnte beispielsweise die Aufrechterhaltung der epigenetischen
Information durch Bindung an methylierte DNA und simultane Rekrutierung von Histon-
modifizierenden Enzymen initiieren (Marhold et al., 2004a). Dieser Mechanismus würde in
die Etablierung von repressiven Chromatinstrukturen resultieren, die über viele
Zellgenerationen hinweg stabil aufrechterhalten werden könnten (Vermaak et al., 2003).
Dafür spricht auch die Tatsache, dass der größte Anteil von 5-methyl-Cytosin in genomischer
DNA aus Drosophila im Kontext von CpT- und CpA-Dinukleotiden ohne detektierbare
weiterreichende Konsensus-Sequenz nachgewiesen wurde (Lyko et al., 2000a; Kunert et al.,
2003). Eine Aufrecht-erhaltung dieser unsymmetrischen DNA-Methylierungssignale ist nicht
wie die der symmetrischen Methylierungssignale im Kontext von CpG- oder CpNpG-
Sequenzen durch einfaches postreplikatives „Kopieren“ des DNA-Methylierungsmusters vom
parentalen DNA-Strang auf den neu synthetisierten Tochterstrang denkbar, sondern müsste
vermutlich nach einem („de novo“) DNA-Methylierungsmechanismus erfolgen.
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Ungeklärt ist bislang auch die Regulation und Zielsteuerung der Dnmt2 DNA-
Methyltransferasen. Aufgrund der offensichtlich nicht nachweisbaren Sequenzspezifität
eukaryotischer DNA-Methyltransferasen wurde darüber spekuliert, dass die Rekrutierung
oder Zielsteuerung von Dnmts an spezifische Promotoren oder an spezielle genomische Loci
durch andere Faktoren mit Hilfe von Protein-Protein-Interaktionen vermittelt werden könnte
(Burgers et al., 2002). Einen möglichen Mechanismus stellt die Assoziation mit speziellen
DNA-Bindeproteinen dar. Beispielsweise binden Dnmt1 und Dnmt3a an den onkogenen
Transkriptionsfaktor PML-RAR und die resultierende DNA-Methylierung an Promotor-
sequenzen von Zielgenen kann zur Stilllegung der Genexpression führen (Di Croce et al.,
2002). Der sequenzspezifische DNA-Bindefaktor E2F kann mit dem Co-Repressor pRb
interagieren und diesen so an spezifische Gene leiten, während pRb die DNA-Methyltrans-
ferase Dnmt1 für eine Stilllegung der Genexpression rekrutiert (Robertson et al., 2000;
Pradhan und Kim, 2002). Auf ähnliche Weise resultiert die Bindung von Dnmt3a an RP58,
einen sequenzspezifisch DNA-bindenden transkriptionellen Repressor, in eine Verstärkung
der transkriptionellen Repression an RP58-bindenden Promotoren (Fuks et al., 2001). Eine
weitere Möglichkeit zur Zielsteuerung der DNA-Methyltransferasen an bestimmte
genomische Loci stellt die Assoziation mit Chromatinproteinen wie beispielsweise HP1 dar,
das spezifisch an methyliertes Histon H3-K9 bindet (Fuks et al., 2003). Diese beschriebenen
Protein-Protein-Interaktionen von Dnmt1 und Dnmt3a beruhen auf verschiedenen N-
terminalen Subdomänen bzw. spezifischen Bindestellen in der N-terminalen „regula-
torischen“ Region dieser Enzyme. Im Gegensatz dazu sind nur wenige Protein-Protein-
Interaktionen bekannt, die auf der C-terminalen katalytischen Domäne von DNA-Methyl-
transferasen beruhen. Dazu zählt die Interaktion von Dnmt3a und Dnmt3b mit DNMT3L
(Margot et al., 2003) sowie die Wechselwirkung von DNMT1 mit dem Phosphoprotein p23
(Zhang und Verdine, 1996). Dnmt2-Enzyme weisen im Gegensatz zu diesen eukaryotischen
DNA-Methyltransferasen keine N-terminale „regulatorische“ Domäne auf, sondern bestehen
vielmehr aus einer kompakten katalytischen Domäne mit sämtlichen konservierten DNA-
Methyltransferase-Sequenzmotiven (siehe Kapitel 1.5 Abb. 2; Okano et al., 1998a).
In Drosophila konnte gezeigt werden, dass das Dnmt2-Enzym eine essentielle Rolle
in der Methylierung embryonaler DNA spielt (Kunert et al., 2003). Die Unterschiede zwischen
der im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Prävalenz der DNA-Methylierung, die auf die
frühe Embryogenese begrenzt ist, und der Prävalenz der Expression von Dnmt2, die
während der gesamten Embryonalentwicklung der Taufliege erfolgt (Lyko et al., 2000b;
Kunert et al., 2003), lieferte einen Hinweis darauf, dass Dnmt2 ebenfalls durch andere
Faktoren reguliert sein könnte. Das im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Screening einer
embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek nach solchen potentiell mit Dnmt2 interagierenden
Faktoren identifizierte IPOD (Interaction Partner Of Dnmt2) als primären Interaktionspartner.
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Diese Wechselwirkung zwischen Dnmt2 und IPOD konnte im Rahmen dieser Arbeit in
verschiedenen biochemischen Assays verifiziert werden. Einen weiterer Hinweis darauf,
dass Dnmt2 in einem multimeren Komplex vorliegen könnte, lieferten darüber hinaus Gel-
Filtrations-Experimente (Joachim Marhold, unpublizierte Daten). Hier gelang der Nachweis,
dass das Dnmt2-Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 40 kDa und das IPOD-Protein
mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa aus embryonalen Drosophila Kernextrakten bei
einem Molekulargewicht von ca. 200 kDa co-fraktioniert werden konnten. Dies deutet darauf
hin, dass sich Dnmt2 und IPOD in Drosophila Embryonen in einem nukleären Komplex mit
einem Molekulargewicht von ca. 200 kDa befinden. Da im Yeast Two-Hybrid Assay keine
direkte Interaktion von Dnmt2- sowie von IPOD-Proteinen untereinander nachgewiesen
werden konnte, besteht dieser DNA-Methyltransferase-Komplex sehr wahrscheinlich noch
aus weiteren, bislang unbekannten Komponenten. Erste Hinweise auf eine potentiell wichtige
Rolle von IPOD in der Regulation des DNA-Methyltransferase-Enzyms lieferte die
Beobachtung, dass die Expression von IPOD exakter mit dem Zeitpunkt der Anwesenheit
von DNA-Methylierung im Drosophila Genom übereinstimmte als die Expression von Dnmt2.
Dennoch ist die Prävalenz von detektierbaren Mengen an 5-methyl-Cytosin im Fliegengenom
noch strikter entwicklungsspezifisch begrenzt als die Expression von IPOD, was auf die
Existenz zusätzlicher regulatorischer Faktoren hindeuten könnte. Diese Annahme wird auch
durch die bereits erwähnte Beobachtung unterstützt, dass Dnmt2 (40 kDa) und IPOD (35
kDa) Teil eines potentiell multimeren Proteinkomplexes mit einem Molekulargewicht von ca.
200 kDa sind.
Die Erweiterung der DNA-Methylierungsstudien auf Drosophila pseudoobscura und
Anopheles gambiae, zwei weitere Insekten-Spezies mit einem einzigen DNA-Methyltrans-
ferase-Gen, zeigten, dass die Genome dieser Modellorganismen einen zu Drosophila
melanogaster ähnlichen DNA-Methylierungsgrad aufwiesen (Marhold et al., 2004c). Darüber
hinaus scheint die Dnmt2-vermittelte DNA-Methylierung in Drosophila simulans, Drosophila
hydei und Drosophila virilis konserviert zu sein (Marhold et al., 2004c). Übereinstimmend mit
der Konservierung von Dnmt2 in diesen Spezies konnte in dieser Arbeit die Konservierung
von IPOD in Drosophiliden nachgewiesen werden. Die eindeutige Identifizierung homologer
Proteine in weiter entfernt verwandten Spezies war durch die hoch-repetitive Protein-
sequenz von IPOD bislang nicht möglich. Darüber hinaus besitzt IPOD keine bekannten bzw.
funktionell charakterisierten Proteindomänen, die Hinweise auf eine mögliche biologische
Funktion von IPOD liefern könnten, von einer stark basischen Domäne mit einer begrenzten
Homologie zu DNA-bindenden Proteinen einmal abgesehen. Eine solche Assoziation von
IPOD mit chromosomaler DNA konnte in dieser Arbeit sowohl in Immunfärbungen von
Drosophila Embryonen als auch in Immunfärbungen von Polytän-Chromosomen aus
Speicheldrüsen IPOD-überexprimierender Larven nachgewiesen werden. Die Lokalisierung
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von IPOD an etwa 40 diskrete Stellen in diesen Polytän-Chromosomen weist darauf hin,
dass IPOD an chromosomale DNA bindet, wobei dies entweder direkt oder anhand von
Protein-Protein-Interaktionen geschieht. Darüber hinaus lieferte die substantielle Co-
Lokalisierung von IPOD mit Dnmt2 in diesen Polytän-Chromosomen eine weitere
Bestätigung für die funktionelle Interaktion beider Proteine.
Die Regulationsmechanismen, welche die komplexen subzellulären Lokalisations-
muster der eukaryotischen Dnmts beeinflussen, sind noch weitgehend unbekannt. Die
„maintenance“ DNA-Methyltransferase Dnmt1 aus Mäusen besitzt eine Präferenz für
hemimethylierte CpG-Sequenzen (Bestor et al., 1992), die ein Produkt der DNA-Replikation
sind. Übereinstimmend damit bindet Dnmt1 mit Hilfe ihrer N-terminalen PCNA-Bindedomäne
(PBD) an Replikations-Foci der DNA in der S-Phase (Leonhardt et al., 1992; Chuang et al.,
1997). Lange Zeit blieb jedoch ungeklärt, wie die sich in vitro als kinetisch langsames Enzym
erweisende Dnmt1 (Pradhan et al., 1999) mit der Geschwindigkeit der Replikationsgabel
zurechtkommen kann oder ob eine Funktion von Dnmt1 außerhalb der S-Phase besteht.
Kürzlich gelang der Nachweis, dass Dnmt1 von der späten S-Phase bis zur frühen G1-Phase
durch ihre N-terminale „targeting sequence“ (TS)-Domäne mit Chromatin assoziiert ist
(Easwaran et al., 2004). Diese Assoziation ist unabhängig von der DNA-Replikation, da sie
kontinuierlich „de novo“ während der G2- und M-Phase auftritt (Easwaran et al., 2004). Die
Vermittlung einer frühzeitigen bzw. verlängerten Assoziaton von Dnmt1 an Chromatin könnte
somit der DNA-Methyltransferase genug Zeit bieten, um eine schnelle und korrekte Aufrecht-
erhaltung der potentiell dichten Methylierung des zentromerischen Heterochromatins zu
gewährleisten und darüber hinaus eventuell als eine „Markierung“ und „Ladeplattform“ für
nachfogende Chromatin-modifizierende Komplexe dienen (Easwaran et al., 2004). Im
Gegensatz dazu sind Dnmt3a und Dnmt3b in vivo während des gesamten Zellzyklus mit
Chromatin assoziiert (Ge et al., 2004). Während der Interphase sind sie an hetero-
chromatischen Regionen, während der Metaphase an spezifischen Loci an Chromosomen-
armen konzentriert, wobei ihre N-terminale PWWP-Domäne essentiell für diese chromo-
somale Zielsteuerung ist (Ge et al., 2004). Diese beschriebenen subzellulären Lokalisatons-
muster von Dnmt1, Dnmt3a und Dnmt3b beruhen auf der Wechselwirkung verschiedener N-
terminaler Subdomänen bzw. spezifischer Bindestellen in der N-terminalen „regulatorischen“
Region dieser Enzyme mit Proteinen wie PCNA oder Chromatin. Da Dnmt2-Enzymen diese
N-terminale „regulatorische“ Region, wie bereits erwähnt, fehlt, könnten Protein-Protein-
Interaktionen die subzelluläre Lokalisierung dieser DNA-Methyltransferase während des Zell-
zyklus regulieren oder gar vermitteln.
In dieser Arbeit wiesen Immunfärbungen von Drosophila Embryonen auf eine kom-
plexe, Zellzyklus-abhängige subzelluläre Lokalisierung von IPOD hin. Während Interphasen
und Prophasen der Embryogenese schien IPOD überwiegend im Zytoplasma, während
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Metaphasen und Anaphasen hingegen an der DNA assoziiert zu sein. Des Weiteren zeigte
IPOD eine substantielle Co-Lokalisierung mit Dnmt2 während Metaphasen in der Embryo-
genese. Übereinstimmend damit führte die RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD in
Drosophila Embryonen zu einem Verlust der chromosomalen Assoziation des Dnmt2-
Proteins in Metaphasen. Diese Ergebnisse bestätigten die Interaktion zwischen beiden
Proteinen in vivo und wiesen auf eine mögliche Rolle dieser Wechselwirkung in der
Regulation der subzellulären Lokalisierung von Dnmt2 in Drosophila Embryonen hin. Da die
RNAi-vermittelte Reduktion von IPOD aber nicht von Dnmt2 zu embryonaler Letalität führt,
könnte dies auf eine weitere, bislang unbekannte Funktion von IPOD hindeuten, deren
Verlust mit der Entwicklung der Fliege interferiert.
Versuche, experimentelle Systeme für das Studium der Auswirkungen von DNA-
Hypermethylierung zu entwickeln, waren zunächst wenig erfolgreich. Die DNA-Methyltrans-
ferase Dnmt1 wurde in embryonalen Mäusezellen überexprimiert, was zu einer genomweiten
DNA-Hypermethylierung führte (Biniszkiewicz et al., 2002). Aus diesen embryonalen
Stammzellen konnten jedoch keine Mäuse hergestellt werden, da die Überexpression von
Dnmt1 in solch frühen Entwicklungsstadien embryonale Letatlität verursachte (Biniszkiewicz
et al., 2002).
Fliegenstämme mit einem mutierten IPOD-Allel (durch eine „P“-Element-Insertion in
dem IPOD-Gen) oder mit kleinen Defizienzen in der korrespondierenden Gen-Region sind
zur Zeit nicht verfügbar. Für eine funktionelle Charakterisierung von IPOD wurden in dieser
Arbeit deshalb transgene Fliegenlinien etabliert, die eine induzierbare Überexpression von
IPOD ermöglichten. Diese IPOD-überexprimierenden Fliegen wiesen einen Phänotyp auf,
der dem zuvor beschriebenen, durch DNA-Hypermethylierung verursachten Phänotyp in
Mäusen ähnelt (Biniszkiewicz et al., 2002). Die Spezifität dieses Phänotyps wurde darüber
hinaus durch die Beobachtung bestätigt, dass er von der IPOD-Überexpression während der
Drosophila Embryogenese abhängig war und dass er nicht beobachtet wurde, wenn die
Überexpression von IPOD während späterer Entwicklungsstadien der Taufliege erfolgte.
Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die Tatsache zurückzuführen, dass IPOD mit der DNA-
Methylierungsmaschinerie interagiert. Deren genomweite Aktivität scheint, wie in dieser
Arbeit nachgewiesen werden konnte, ebenfalls auf die embryonalen Entwicklungsstadien der
Taufliege beschränkt zu sein. Die ektopische Überexpression von IPOD in transgenen
Adulttieren verursachte entsprechend eine signifikante DNA-Hypermethylierung des adulten
Drosophila-Genoms, wenn auch in Mengen, die zuvor als subletal bewertet wurden (Mund et
al., 2004; Weißmann et al., 2003). Da in IPOD-überexprimierenden Fliegen eine erhöhte
Expression von Dnmt2 in Entwicklungsstadien nachgewiesen werden konnte, in denen
endogen nur sehr geringe Dnmt2-Expressionslevel detektiert wurden (Lyko et al., 2000b;
Kunert et al., 2003), ist es vorstellbar, dass die beobachtete IPOD-induzierte Hyper-
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methylierung genomischer DNA durch eine Modulation der Dnmt2-Aktivität in Adulttieren
verursacht wird.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Rolle von IPOD in der Regulation von
Dnmt2 ähnlich komplex wie die Funktion von p53 in der Regulation der DNA-Methyltrans-
ferase DNMT1 sein könnte. So wurde eine Kontrolle der DNMT1-Transkription durch direkte
DNA-Bindung von p53 an das erste Exon des humanen DNMT1-Gens nachgewiesen (Peter-
son et al., 2003). Darüber hinaus bindet DNMT1 direkt an p53 und dieser Proteinkomplex
spielt eine Rolle in der Stilllegung der Genexpression an p53-reprimierten Promotoren
(Oshiro et al., 2003; Esteve et al., 2005). Auf ähnliche Weise könnte IPOD direkt oder mit
Hilfe eines bislang unbekannten Faktors an den Promotorbereich des Dnmt2-Gens binden
und somit dessen Transkription regulieren. Möglich wäre auch eine Stabilisierung der Dnmt2
mRNA durch das IPOD-Protein (siehe Abb. 25, Modell 1). Dieses Modell würde die durch
Überexpression von IPOD induzierte Expression von Dnmt2 in Entwicklungsstadien erklären,
in denen endogen nur sehr wenig Dnmt2 und IPOD detektiert werden konnte.
Abb. 25: Modell zur biologischen Funktion von IPOD in der Regulation der DNA-
Methyltransferase Dnmt2 in Drosophila. In der Taufliege spielt das bislang
Modell 1: IPOD beeinflusst die Expression von Dnmt2.
Modell 2: IPOD beeinflusst die Dnmt2-vermittelte DNA-Methylierung.
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uncharakterisierte Protein IPOD eine Rolle in der Expression von Dnmt2 und
in der Dnmt2-vermittelten DNA-Methylierung. Zwei Modelle für diese
biologischen Funktionen von IPOD sind dargestellt. Modell 1: IPOD
beeinflusst die Expression von Dnmt2. IPOD könnte direkt oder mit Hilfe
eines bislang unbekannten Faktors an den Promotorbereich des Dnmt2-Gens
binden und dessen Transkription regulieren. Darüber hinaus wäre auch eine
Stabilisierung der Dnmt2 mRNA durch das IPOD-Protein möglich. Modell 2:
IPOD beeinflusst die Dnmt2-vermittelte DNA-Methylierung. IPOD könnte
zusammen mit Dnmt2 und bislang unbekannten Faktoren in einem multimeren
Komplex vorliegen und so an der Rekrutierung bzw. Lokalisierung der DNA-
Methyltransferase an Zielstellen in der DNA beteiligt sein.
Des Weiteren könnte IPOD zusammen mit Dnmt2 und bislang unbekannten Faktoren
in einem multimeren Komplex vorliegen (siehe Abb. 25, Modell 2), was unter anderem die
bereits erwähnten Gel-Filtrationsexperimente mit embryonalen Drosophila Kernextrakten
unterstützen würde. So könnte IPOD an der Regulation der Dnmt2-vermittelten DNA-
Methylierung beteiligt sein, was mit der bereits erwähnten DNA-Hypermethylierung des
Drosophila Genoms nach Überexpression von IPOD übereinstimmt.
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4. Material
4.1 Antikörper
Primäre Antikörper: Bezugsquelle:
Kaninchen anti-Dnmt2 (polyklonal) Peptide Specialty Laboratories,
Heidelberg, D (Kunert et al., 2003)
Meerschweinchen anti-IPOD (polyklonal) Peptide Specialty Laboratories,
Heidelberg, D (Labor Lyko)
Kaninchen anti-P40 (polyklonal) Labor Mechler (Török et al., 1999)
Sekundäre Antikörper: Bezugsquelle:
Alexa Fluor 488-gekoppeltes Ziege anti-
Kaninchen IgG
Molecular Probes/Invitrogen,
Karlsruhe, D
Indocarbicyabub (Cy3)-gekoppeltes Ziege
anti-Kaninchen IgG
Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, USA
Peroxidase-konjugiertes AffiniPure Ziege
anti-Kaninchen IgG + IgM (H+L)
Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, USA
Peroxidase-konjugiertes AffiniPure Ziege
anti-Meerschwein IgG + IgM (H+L)
Jackson Immuno Research
Laboratories, West Grove, PA, USA
4.2 Bakterienstämme
TOP10 E. coli  F- mcrA D (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR
recA1 araD139 D (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.
Zur Verminderung von Rekombinationsvorgängen besitzt dieser
Stamm ein defektes recA-Gen. (Invitrogen, Karlsruhe, D)
BL21 (DE3) E. coli  F- ompT hsdSB (rB
- mB
-) gal dcm (DE3). Diese Zellen sind für T7
Promotor-basierende Expressionssysteme geeignet. DE3 exprimiert
die T7 RNA Polymerase vom lacUV5 Promotor, um die einfache
Induktion von rekombinanten Proteinen durch IPTG zu ermöglichen
(Stratagene, Amsterdam, NL).
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4.3 Drosophila-Linien
Fliegenlinie: Genotyp: Bezugsquelle:
D2-3 Sb/TM6, Ubx yw -; P {ry+D2-3} Sb/TM6, Ubx B. Mechler
A5CGAL w[1118]; P {w[+mC]= A5CGAL}25/CyO Ito
daughterless-GAL4 w[*]; P {w[+mW.hs]= GAL4-da.G32}UH1 J. M. Dura
eyeless-GAL4 w[*]; P {w[+mC]= GAL4-ey} I. Rebay
GMRGAL4 w[*]; P {w[+mC]= GAL4-ninaE.GMR}12 M. Freeman
heat shock-GAL4 w[*]; P {w[+mC]= GAL4-Hsp70.PB}89-2-1 A. Brand
imaginal disc-GAL4 w[*]; P {w[+mW.hs]= GawB}69B ! GAL4 A. Brand
Oregon R Wildtypstamm R. Paro
salivary gland
specific-GAL4
w[*]; P {w[+mC]= GAL4-sgs}/CyO; TM3,
Ser/TM6B, Sb
G. Korge
GawBT80-GAL4 w[*]; P {w[+mW.hs]= GawB} T80/CyO N. Perrimon
UAS-IPOD w[*]; P{UAS-IPOD} siehe 2.12
UAS-Dnmt2 w[*]; P{UAS-Dnmt2} (Kunert et al.,
2003)
w1118 w [1118] R. Paro
yw y[1] w [1118] D.  Garza
4.4 Chemikalien und sonstige Materialien
6-Aminocapronsäure Merck, Darmstadt, D
Aceton Riedel-de Haen, Seelze, D
Acrylamid / Bisacrylamid (37,5:1) Roth, Karlsruhe, D
Agarose Ultra pure Serva, Heidelberg, D
Ammoniumacetat Sigma, München, D
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma, München, D
Ampicillin Sigma, München, D
Bacto-Agar Difco, BD Biosciences, Heidelberg, D
Borsäure Fluka, Riedel-de Haen, Seelze, D
Bradford Protein Assay BioRad Laboratories, München, D
Bromphenol-Blau Merck, Darmstadt, D
BSA (Rinder-Serum-Albumin) Boehringer, Ingelheim, D
Calciumchlorid Fisher, Schwerte, D
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Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) Roth, Karlsruhe, D
Complete-Mini Protease-Inhibitoren-
Cocktail
Roche, Mannheim, D
DAPI (4´, 6´-diamidino-2-
phanylindolhydrochlorid)
Sigma, München, D
DEPC Sigma, München, D
DMSO Sigma, München, D
DNAzol Invitrogen, Karlsruhe, D
DNeasy Kit QIAGEN, Hilden, D
dNTP-Mix Stratagene, Amsterdam, NL
DTT (Dithiotreitol) Sigma, München, D
ECL-Detektionssystem NEN Life Sciences, Köln, D
EDTA Gerbu, Gaiberg, D
EGTA Merck, Darmstadt, D
Eisessig Merck, Darmstadt, D
Ethanol Riedel-de Haen, Seelze, D
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Roth, Karlsruhe, D
Expand High Fidelity PCR System Roche, Mannheim, D
Färbelösung für Western Blot
(Alkalische Phosphatase)
BioRad Laboratories, München, D
Filmkassette mit Röntgenschirm NeoLab, Heidelberg, D
Filterpapier (3 mm) Whatman Biometra, Göttingen, D
Fluoromount G Southern Biotechnology, Eching, D
Formaldehyd (37%) J. T. Baker, Deventer, NL
Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, D
Genomische DNA aus Kalbsthymus Sigma, München, D
Glukose E. A. Thomas, Frankfurt, D
Glutathione Sepharose 4B Amersham Biosciences, Freiburg, D
Glycerin Riedel-de Haen, Seelze, D
Glycin AppliChem, Darmstadt, D
Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt, D
Hepes Gerbu, Gaiberg, D
Heringssperma DNA (10 mg/ml) Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, D
HexaLabel DNA Labeling Kit Fermentas, Leon-Rot, D
IGEPAL CA 630 Sigma, München, D
Isopropanol Merck, Darmstadt, D
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, D
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Kaliumphosphat Merck, Darmstadt, D
Lithiumacetat Merck, Darmstadt, D
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, D
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt, D
MATCHMAKER Co-IP Kit Clontech/BD Biosciences, HD, D
MATCHMAKER Yeast Two-hybrid S3 Clontech/BD Biosciences, HD, D
Methanol Merck, Darmstadt, D
Methylenblau Roth, Karlsruhe, D
MgCl2 Sigma, München, D
Milchpulver Roth, Karlsruhe, D
Mineralöl Sigma, München, D
MOPS Gerbu, Gaiberg, D
NaF (Natriumfluorid) Sigma, München, D
Natriumazid Merck, Darmstadt, D
Natriumcarbonat Sigma, München, D
Natriumchlorid Merck, Darmstadt, D
Natriumcitrat Fluka/Riedel-de Haen, Seelze, D
Natriumdesoxycholat Fluka/Riedel-de Haen, Seelze, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt, D
Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D
Natriumhydroxid Gerbu, Gaiberg, D
Natriumhypochlorit Roth, Karlsruhe, D
Natriumorthovanadat Fluka/Riedel-de Haen, Seelze, D
n-Heptan Merck, Darmstadt, D
Nitrozellulosemembran Schleicher&Schuell, Dassel, D
Normal Goat Serum Sigma, München, D
Nylonmembran, positiv geladen Schleicher&Schuell, Dassel, D
Paraformaldehyd J. T. Baker, Deventer, NL
PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden, D
Phenol Roth, Karlsruhe, D
Phenol / Chloroform Roth, Karlsruhe, D
Pipes (Piperazinediethansulfonic acid) Fluka/Riedel-de Haen, Seelze, D
Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden, D
Plasmid Mini Kit QIAGEN, Hilden, D
PMSF (Phenylmethyl-Sulfonylfluorid) Sigma, München, D
Polyethylenglycol Sigma, München, D
Poly-L-Lysin, 0.1% w/v, in Wasser Sigma, München, D
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Ponceau S Merck, Darmstadt, D
Protein A Sepharose CL-4B Amersham Biosciences, Freiburg, D
Proteinase K QIAGEN, Hilden, D
PVDF Membran Millipore, Billerico, MA, USA
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden, D
QuickPrep micro mRNA Purification Kit Amersham Biosciences, Freiburg, D
Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim, D
Restriktionsenzyme New England Biolabs, Frankfurt, D
Salzsäure, konzentriert J. T. Baker, Deventer, NL
Sucrose Merck, Darmstadt, D
T4 Polynucleotid-Kinase, 3´-
phosphatasefrei
Roche, Mannheim, D
TEMED Serva, Heidelberg, D
Tetracyclin Sigma, München, D
ThermoPrime Plus Kit Abgene Biosciences, Freiburg, D
ThermoScript RT-PCR System Invitrogen, Karlsruhe, D
TNT-T7-gekoppeltes Retikulocyten-
Lysat-System
Promega, Mannheim, D
TOPO TA Cloning Kit for Sequencing Invitrogen, Karlsruhe, D
Tris (Trizma base) Sigma, München, D
Triton-X-100 Gerbu, Gaiberg, D
Trockenhefe S. I. L. Lesaffre, Milwaukee, WI, USA
Trockenmilchpulver Roth, Karlsruhe, D
Trypton AppliChem, Darmstadt, D
Tween 20 Merck, Darmstadt, D
Voltalef 10S-Öl Lehmann & Voss, Lorette, F
4.5 Geräte
Analysewaage Sartorius, Göttingen, D
Bakterieninkubator New Brunswick
Eismaschine Scotsman
Elektroblotter Amersham Biosciences, Freiburg, D
Elektroporator 2510 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Fliegeninkubatoren Rumed
Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen, D
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Gefrierschränke Liebherr (-20°C), Ehingen, D; Heraeus
(-80°C), Hanau, D
Geldokumentation HeroLab
Gelelektrophorese-Kammern BioRad Laboratories, München, D;
Hoefer (SDS-PAGE), San Francisco,
CA, USA
Kapillar-Elektrophoresegerät BioRad Laboratories, München, D
Konfokales Laserscanmikroskop Zeiss, Oberkochen, D
Kühlschrank Liebherr, Ehingen, D
Magnetrührer, heizbar Heidolph, Schwabach, D
Mikroinjektor Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Mikroskop Zeiss, Oberkochen, D
Mikrowellengerät Bosch
PCR-Maschinen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Photometer Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Schüttler, horizontal Heidolph, Schwabach, D
Spannungsquellen Stratagene, Amsterdam, NL
Speed-Vac Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Stereolupe Zeiss, Oberkochen, D
Thermomixer Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Tischzentrifugen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Überkopfschüttler Heidolph, Schwabach, D
UV-Crosslinker Stratagene, Amsterdam, NL
Vortex Heidolph, Schwabach, D
Waage Heidolph, Schwabach, D
Wasserbäder Memmert Thermo Haake
Zentrifuge Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
4.6 Hefemedien
YPDA-Medium pH 6,5: 50 g YPD Medium Pulver
15 ml 0,2% Adenin-Hemisulfat (erst nach dem Autoklavieren
zugegeben)
ad 1 l mit ddH2O
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YPDA-Agar pH 6,5: 70 g YPD Agar
15 ml 0,2% Adenin-Hemisulfat (erst nach dem Autoklavieren
zugegeben)
ad 1 l mit ddH2O
SD-Minimalmedium pH 5,8: 26,7 g SD-Minimalmedium Pulver
0,6 g Do (-AHLT) bzw. 0,62 g Do (-LTH)
8,3 ml je steril filtrierter Aminosäure
ad 1 l mit ddH2O
Sämtliche Hefenährmedien wurden von der Firma Clontech (BD Biosciences,
Heidelberg, D) bezogen.
4.7 Hefestamm
AH109 Saccharomyces cerevisiae MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-
52, his3-200, gal4D, gal80D, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3,
GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ
(Invitrogen, Karlsruhe, D)
4.8 Plasmide
(1.) pGADT7:pGADT7 ist der GAL4 Transaktivierungsdomänen (AD) Vektor des
MATCHMAKER Two-Hybrid Systems 3 (Clontech/BD Biosciences,
Heidelberg, D). Die Multiple Klonierungsstelle (Multiple Cloning Site, MCS)
enthält einmalige Restriktionsschnittstellen im adäquaten Leseraster mit dem
3´-Ende der GAL4 AD zur Konstruktion von Fusionsproteinen mit einem
bestimmten Protein oder einer fusionierten Protein-Bibliothek. Dieses wird
darüber hinaus mit einer Haemaglutinin (HA) Epitop-Markierung (tag)
exprimiert. HA-markierte Proteine können mit entsprechenden Antikörpern
gegen dieses Epitop detektiert werden, weshalb keine spezifischen Antikörper
gegen neue Proteine hergestellt werden müssen. Der T7-Promotor wird für die
in vitro Transkription und Translation des Epitop-markierten Fusionsproteins
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benutzt und dient des Weiteren als Bindestelle bei Sequenzierungen mit dem
T7-Sequenzierungs-Primer.
     
Abb. 26: Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS) von
pGADT7. Dieser Vektor exprimiert Proteine, die mit den Aminosäuren
768-881 der GAL4 Aktivierungsdomäne (AD) fusioniert sind. In Hefe
erfolgt die Expression des entsprechenden Fusionsproteins ausgehend
vom konstitutiven ADH1 Promotor, die Transkription wird durch die T7
und ADH1 Transkriptions-Terminations-Signale beendet. Das Fusions-
protein wird aufgrund der SV40 Kernlokalisationssequenz (Nuclear
Localization Sequence, NLS), die an die Aktivierungsdomänensequenz
angehängt wurde, in den Hefezellkern transportiert. pGADT7 enthält
des Weiteren einen T7-Promotor, eine HA-Epitop-Markierung (tag) und
eine Multiple Klonierungsstelle (MCS). Die Replikation des Vektors
erfolgt in E. coli von pUC, bzw. in S. cerevisiae von 2 µ ori. Der Vektor
besitzt die AmpR zur Selektion in E. coli und den LEU2 nutritionalen
Marker für die Selektion in S. cerevisiae.
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(2.) pGBKT7: pGBKT7 ist der GAL4 DNA Bindedomäne (DNA-BD) Vektor des
MATCHMAKER Two-Hybrid Systems 3. Die Multiple Klonierungsstelle
(MCS) enthält einmalige Restriktionsschnittstellen im adäquaten Lese-
raster (in frame) mit dem 3´-Ende des GAL4 DNA-BD zur Konstruktion
von Fusionsproteinen mit einem „Köder“-Protein. Dieses wird darüber
hinaus mit einer Myc Epitop-Markierung (tag) exprimiert. Myc markierte
Proteine können mit entsprechenden Antikörpern gegen dieses Epitop
detektiert werden, weshalb keine spezifischen Antikörper gegen neue
Proteine hergestellt werden müssen. Der T7-Promotor wird für die in
vitro Transkription und Translation des Epitop-markierten Fusions-
proteins benutzt.
        
Abb. 27: Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS) von
pGBKT7. Dieser Vektor exprimiert Proteine, die mit den Aminosäuren
1-147 der GAL4 DNA Bindedomäne (DNA-BD) fusioniert sind. In Hefe
erfolgt die Expression der Fusionsproteine ausgehend vom konsti-
tutiven ADH1-Promotor, die Transkription wird durch die T7 und ADH1
Transkriptions-Terminations-Signale beendet. pGBKT7 enthält des
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Weiteren einen T7-Promotor, eine Myc-Epitop-Markierung (tag) und
eine Multiple Klonierungsstelle (MCS). Die Replikation des Vektors
erfolgt in E. coli von pUC, bzw. in S. cerevisiae von 2 µ ori. Der Vektor
besitzt die KanR zur Selektion in E. coli und den TRP1 ernährungs-
spezifischen Marker für die Selektion in S. cerevisiae.
(3.) pGEX-4T-1: Dieser GST-Gen-Fusions Vektor besitzt eine Multiple Klonierungsstelle
(MCS) mit sechs Restriktionsschnittstellen, des Weiteren einen tac-
Promotor für eine chemisch induzierbare Expression, sowie ein
internes lac Iq Gen zur Benutzung in diversen E. coli-Stämmen. Eine
Thrombin-Erkennungsstelle dient zur Abspaltung des gewünschten
Proteins vom Fusionsprodukt. pGEX-4T-1 bietet alle drei trans-
lationalen Leseraster, beginnend mit der EcoRI-Restriktionsschnitt-
stelle, und endend mit dem entsprechenden Stop-Codon stromabwärts
der Multiplen Klonierungsstelle.
                       Abb. 28: Restriktionskarte und Multiple Klonierungsstelle (MCS) von pGEX-
4T-1.
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(4.) pUAST: enthält die GAL4 Upstream Activation Sequence (UAS), einen Poly-
linker, in den Zielgene subkloniert werden können, und eine trans-
kriptionelle Terminationssequenz (term SV 40) in einem transposablen
„P“-Element-Vektor (9050 bp):
                     
Abb. 29: GAL4-aktivierbarer UAS-Expressionsvektor pUAST. Restriktions-
schnittstellen, die bekanntlich nur einmal vorkommen, sind fett
gedruckt. Sequenzdaten sind für die UAS, hsp 70 TATA und die
Polylinker-Region angegeben. GAL4-Bindungsstellen sind rot hervor-
gehoben, die hsp 70-Sequenz blau (Abb. entnommen aus Sullivan et
al., 2000).
                                                                                                                                     Material
78
4.9 Primer
Tab. 4: Auflistung sämtlicher für Klonierungen bzw. Sequenzierungen von
Konstrukten sowie RT-PCR verwendeter Primer.
Primer Bezeichnung
eingeführte
Restriktions-
Schnittstelle
Nukleotidsequenz des Primers
1 Dnmt2F_BD
(sense)
EcoRI 5´-GAG GCC GAA TTC ATG GTA TTT
CGG GTC TTA G-3´
2 Dnmt2HFN_BD
(sense)
EcoRI 5´-CCG GAA TTC CCC GAT TTC CTG
GTG CCC GAC G-3´
3 Dnmt2HR_BD
(antisense)
PstI 5´-CCG AAA CTG CAG GAT CTT TCC
ACC GGC AAA TGG-3´
4 Dnmt2R_AD
(antisense)
XhoI 5´-CTG CAG CTC GAG AAT AAG CAA
GCA AAT ATG-3´
5 Dnmt2R_BD
(antisense)
PstI 5´-GGC CGC TGC AGA ATA AGC AAG
CAA ATA TG-3´
6 Dnmt2RN_AD
(antisense)
XhoI 5´-CCG CTC GAG CCC TCG AGT TTT
ATC GTC AGC-3´
7 Dnmt2RN_BD
(antisense)
PstI 5´-GGC CGC TGC AGC CCT CGA GTT
TTA TCG TCA GC-3´
8 Dnmt2F6 XhoI 5´-CCG CTC GAG CGC CTG TGA GCT
CTC GAA ACC-3´
9 Dnmt2delta5 EcoRI 5´-CCG GAA TTC GCA CTT ACT CAT
CTG TGT GGA-3´
10 Dnmt2Hfo_AD
(sense)
XhoI 5- CCG CTC GAG CCT GGT GCA ACA
GGT CCA AGC G-3´
11 CG2961F_pGEX EcoRI 5’-CCG GAA TTC ATG AAG GTC TTC
ATC TGC C-3’
12 CG2961R_pGEX XhoI 5’-CCG CTC GAG CTA CCA GGC CGA
GGG TGG ACC ACC G-3’
13 5´-EF1a48D 5´- AGC AGC TGA TCG TTG GTG-3´
14 3´-EF1a48D 5´- TCA CGG ACA CGT TCT TGA C-3
15 5´pUAST-
Sequenzierungs-
primer
5´-AAA AGT AAC CAG CAA CCA AGT
AAA TCA ACT GC-3´
16 3´pUAST-
Sequenzierungs-
primer
5´-TCT CTG TAG GTA GTT TGT CCA ATT
ATG TCA CAC CAC T-3´
17 3´AD Screening 5´-AGT GAA CTT GCG GGG TTT TTC
AGT ATC  CCA CCA AAC CC-3´
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Primer Bezeichnung
eingeführte
Restriktions-
Schnittstelle
Nukleotidsequenz des Primers
18 5´AD Screening 5´-CTA TTC GAT GAT GAA GAT ACC
CCA CCA AAC CC-3´
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5. Methoden
5.1 DNA- und RNA-Techniken
5.1.1 Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus Drosophila melanogaster
Die mit Hilfe des DNAzol-Reagenz nach Angaben des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe, D)
isolierte genomische DNA wurde in H2O gelöst (zunächst 1 h bei RT, anschließend über
Nacht bei 4 °C) und einem RNase-Verdau unterzogen (mit DNase-freier RNase von Bio
Labs, 1 h bei 37 °C). Nach der Zugabe von 5 M NaCl (Endkonzentration des Ansatzes: 200
mM NaCl) konnte die genomische DNA durch Zugabe eines Volumens Isopropanol gefällt
werden. Dann wurde der Ansatz 15 min bei 13 200 Upm zentrifugiert, die pelletierte
genomische DNA mit 70 % Ethanol gewaschen, für 10 min bei 13 200 Upm abzentrifugiert,
kurz an der Luft getrocknet und in H2O aufgenommen.
Anmerkung: Die Anzucht sämtlicher Fliegen, die zur Präparation von genomischer DNA
verwendet wurden, erfolgte auf Tetracyclin-haltigem Futter (0,25 mg/ml,
gemäß Min et al., 1997). Dies diente der Kontrolle möglicher bakterieller
Kontaminationen.
5.1.2 Phenol-Chloroform-Extraktion
Um  DNA aus einer Lösung zu reinigen, wurde ein entsprechend großes Volumen Phenol
(Roth, Karlsruhe, D) zugegeben. Nach kurzem Vortexen (20 sec) wurde die Probe daraufhin
5 min lang in einer Tischzentrifuge bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere
wässrige Phase, welche die DNA enthielt, wurde sorgfältig abgenommen und in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde dieselbe Prozedur mit einer
Phenol/ Chloroform (Roth, Karlsruhe, D), sowie einer Chloroform-Lösung wiederholt. Die
durch dieses Verfahren von Proteinen gereinigte DNA konnte dann durch Ethanolfällung
(siehe 5.1.3) präzipitiert werden.
5.1.3 Ethanol-Präzipitation
Die Fällung der DNA wurde mit 2,5 Volumina eiskaltem 100 % Ethanol bei einer
Ammoniumacetat (pH 5,2)-Konzentration von 0,3 M durchgeführt. Die Präzipitation erfolgte
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bei –20 °C über Nacht. Anschließend wurde die präzipitierte DNA bei 13 000 Upm für 30 min
in einer Tischzentrifuge bei 4 °C abzentrifugiert. Das DNA-Präzipitat wurde daraufhin in 1 ml
70 % Ethanol (RT) gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit für 15 min wurde der Überstand verworfen und das Pellet an der Luft
getrocknet. Schließlich wurde das DNA-Pellet in H2O oder 10 mM Tris pH 8,0 aufgenommen.
5.1.4 Isopropanol-Präzipitation
Zur Fällung der DNA aus einer wässrigen Lösung wurden 2/3 Volumen 100 % Isopropanol
zugegeben. Nach dem Mischen erfolgte eine 20-minütige Zentrifugation bei 13 000 Upm und
4 °C. Das DNA-Pellet wurde schließlich wie nach der Ethanol-Fällung (siehe 5.1.3)
gewaschen, getrocknet und gelöst.
5.1.5 Messung von DNA-Konzentrationen
Die Messung der DNA-Konzentration erfolgte mittels Ultraviolett-Absorptionsspektro-
photometrie. Der Anteil der ultravioletten Strahlung, die von einer DNA-Lösung absorbiert
wird, ist zu deren DNA-Gehalt direkt proportional. Ein OD260 nm-Wert von 1 entspricht dabei
einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA. Die Reinheit der DNA wurde
anhand des Extinktionskoeffizienten A260 nm/280 nm analysiert. Bei reinen DNA-Lösungen liegt
dieser Wert über 1,8.
5.1.6 Auftrennung  und Visualisierung von DNA in Agarosegelen
Die Auftrennung der DNA erfolgte in 0,5-1,0 %-igen Agarosegelen. Je größer die aufzu-
trennenden DNA-Fragmente waren, desto geringer war die Agarosekonzentration. Zur
Herstellung der Gele wurde die Agarose (Ultra Pure Agarose; Sigma, München, D) in 1x TAE
eingewogen und anschließend durch Erhitzen in der Mikrowelle in Lösung gebracht. Die
flüssige Agaroselösung wurde auf etwa 50 °C abgekühlt und mit 1 µl Ethidiumbromid [10
mg/ml] pro 50 ml Agaroselösung versetzt, um die DNA später unter UV-Licht visualisieren zu
können. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basenpaare der DNA und kann durch UV-
Licht angeregt werden, so dass die DNA hellrot erscheint.
Die DNA-Proben wurden für den Gellauf mit einem 6x Ladepuffer versetzt, um ein
Absinken der Proben in die Geltasche zu gewährleisten. Je nach Anwendungszweck wurden
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Minigele (7x9 cm) oder Midigele (13x14 cm) benutzt. Die für die Gelelektrophorese
angelegte Spannung  variierte je nach Größe des Gels und betrug 80 V für Mini- und 120 V
für Midigele.
50x TAE-Puffer: 242 g Tris
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
57,1 ml Eisessig
ad 1 l mit H2O
6x Ladepuffer: 1x TAE pH 7,4
30 % Glycerin
1 Spatelspitze Orange G
Molekulargewichtsmarker: 100 µl DNA ladder [0,5 mg/ml] (Sigma)
100 µl 6x Probenpuffer
400 µl H2O
5.1.7 mRNA Isolation aus adulten Taufliegen
10 adulte Fliegen wurden in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß mit Hilfe eines
Plastikhomogenisators in 0,6 ml Extraktionspuffer homogenisiert. Anschließend wurden 0,8
ml Elutionspuffer des QuickPrep micro mRNA Purification Kits (Amersham Biosciences,
Freiburg, D) zugegeben und gut mit dem Homogenisat vermischt. Dieser Ansatz wurde dann
in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 1 min bei 4 °C und 12 000 Upm
abzentrifugiert. In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung eines 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäßes mit 1 ml Oligo(dT)-Zellulose, welches für 1 min bei 4 °C und 12 000 Upm
zentrifugiert wurde. Der resultierende Überstand wurde verworfen.
Auf die Zellulose wurde 1 ml des klaren Homogenisats gegeben und 3 min lang
invertiert, kurz gevortext, für 10 sec zentrifugiert und der resultierende Überstand verworfen.
Danach wurde die Zellulose dreimal mit 1 ml Hochsalzpuffer und dreimal mit Niedrig-
salzpuffer gewaschen. Anschließend wurde die Oligo(dT)-Zellulose mit 0,3 ml Niedrig-
salzpuffer aufgeschwemmt und in ein Mikrozentrifugenröhrchen transferiert. Dieses wurde in
ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefäß gestellt und für 5 sec zentrifugiert. Zur Elution der
mRNA wurden 0,2 ml des auf 65 °C vorgewärmten Elutionspuffers auf die Zellulose gegeben
und 5 sec lang zentrifugiert. Dieser Elutionsschritt wurde nochmals wiederholt. Schließlich
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wurde die RNA mit Hilfe einer 10 µl Glykogen, 40 µl Kalium-Acetat und 1 ml 100 % EtOH
enthaltenden Lösung für mindestens 30 min bei –20 °C gefällt.
5.1.8 Reverse Transkription – Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
Diese Technik dient beispielsweise zum Nachweis der Transkription eines Gens in
bestimmten Geweben bzw. Zellen oder der Quantifizierung der Expression eines Gens.
Zunächst wurde aus einer mRNA-Probe durch Reverse Transkription cDNA synthetisiert, die
anschließend als Matrize (Template) für eine PCR verwendet und über einen externen
Standard quantifiziert wurde. Als externer Standard bzw. Ladekontrolle diente hier der
Elongationsfaktor 1a48D (EF1a48D), um einen quantitativen Vergleich von schwach
exprimierten Genen zu ermöglichen.
Um die erfolgte Transkription der Dnmt2 mRNA mRNA nachzuweisen, wurde die
folgende RT-PCR angewendet: Zunächst wurde eine cDNA-Synthese mit Hilfe des
ThermoScript RT-PCR System Kits (Invitrogen, Karlsruhe, D) und der zuvor präparierten
mRNA (siehe 5.1.7) durchgeführt. Hierfür wurden 1 µl einer 50 µM Oligo(dT)20 50 ng/µl
Lösung, 2 µl eines 10 mM dNTP-Mixes, 6 µl mRNA (ungefähr 10 pg bis 5 µg) und 3 µl
DEPC-H2O zusammenpipettiert. Dieser Reaktionsansatz wurde daraufhin für 5 min bei 65
°C inkubiert und anschließend sofort auf Eis gestellt. Parallel dazu wurde ein Mastermix
vorbereitet, der sich aus folgenden Komponenten pro Ansatz zusammensetzte:
5x cDNA Synthese Puffer 4 µl
0,1 M DTT 1 µl
RNaseOUT [40 U/µl] 1 µl
DEPC-H2O 1 µl
ThermoScript RT [15 U/µl] 1 µl
Dieser Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 8 µl wurde nun zu den auf
Eis stehenden Proben zugegeben und die Ansätze wurden gut durchmischt. Dann erfolgte
eine 60-minütige Inkubation bei 55 °C in einem Heizblock. Zum Abstoppen der Reaktion
wurden die Proben für 5 min bei 85 °C inkubiert. Die resultierende cDNA konnte direkt für die
RT-PCR eingesetzt bzw. bei –20 °C bis zum späteren Gebrauch gelagert werden.
Der Ansatz der PCR (Dnmt2: 4.9, Primer 1 und 6; EF1a48D: 4.9, Primer 13 und 14)
mit Hilfe des Thermoprime Plus Kits (Abgene, Hamburg, D) und der zuvor gewonnenen
cDNA als Matrize erfolgte nach folgendem Schema:
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1:100-Verdünnung der cDNA 2,0 µl
Reddy Mix 2,0 µl
upstream Primer  (1:10-Verdünnung von [1 µg/µl]) 2,0 µl
downstream Primer (1:10-Verdünnung von [1 µg/µl]) 2,0 µl
10 mM dNTPs 2,0 µl
Thermoprime 0,3 µl
ddH2O 9,7 µl
RT-PCR Programm: T1 = 95 °C für 3 min
T2 = 95 °C für 30 sec
T3 = 57 °C für 30 sec
T4 = 72 °C für 45 sec
zurück auf Schritt T2, 28 Wiederholungen
T5 = 72 °C für 5 min
T6 = 4 °C
5.2 Protein-Techniken
5.2.1 Proteinextraktion aus Drosophila melanogaster
a) Sammeln der unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster
Taufliegen unterschiedlicher Entwicklungsstadien wurden von Eiablage-Agarplatten aus
einem großen Fliegenkäfig (0-24 h alte Embryonen sowie erstes und zweites Larvenstadium)
bzw. aus großen Futterflaschen (drittes Larvenstadium; Puppen; Adulttiere) abgesammelt,
gegebenenfalls in PBST gewaschen und bei –80 °C gelagert.
Die abgelegten Eier wurden mit einem Pinsel und etwas Eier-Waschlösung von der
Eiablage-Agarplatte abgebürstet und in einem Sieb in Wasser gesammelt. Das Sieb bestand
aus der oberen Hälfte eines 50 ml Falconröhrchens, dessen untere Öffnung mit einem
Gazestückchen verschlossen wurde. Anschließend wurden die in dem Sieb befindlichen Eier
gründlich mit Wasser gespült. Noch vorhandenes Wasser im Sieb wurde durch Abtupfen der
Siebunterseite entfernt. Die Dechorionisierung der Embryonen wurde mittels 3 %-iger
Natriumhypochloritlösung für 2-3 min durchgeführt. Das Ausmaß der Dechorionisierung
wurde mit einer Stereolupe kontrolliert. Als Anhaltspunkt einer vollständigen De-
chorionisierung diente dabei die Entfernung der am anterioren Pol gelegenen Atmungs-
anhänge. Anschließend wurden noch vorhandene NaClO-Reste durch Abtupfen des Siebes
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und sorgfältiges Spülen der dechorionisierten Embryonen mit Wasser entfernt. Schließlich
wurde das Sieb auseinander gebaut, die auf der Gaze befindlichen Eier mit PBST in ein 50
ml Falcon-Röhrchen überführt, mit PBST gewaschen und anschließend in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefäß transferiert, mit PBS gespült und bei –80 °C gelagert.
Eiablage-Agarplatten: 4,25 g Agar
2 ml Eisessig
ad 250 ml mit Leitungswasser auffüllen
10x Eier-Waschlösung: 4 % NaCl
0,3 % Triton-X-100
10x PBS pH 7,2: 100 ml 1M Phosphatpuffer pH 7,2
260 ml 5 M NaCl
ad 1 l mit H2O auffüllen
1x PBST: 1x PBS und 0,1 % Tween 20
b) Proteinextraktion aus verschiedenen Entwicklungsstadien von Drosophila
melanogaster
Das jeweilige aufgetaute Fliegenmaterial (Embryonen; Larven; Puppen; Adulttiere) wurde in
einem entsprechenden Volumen Homogenisierungspuffer gelöst, in einen Glas-Homogeni-
sator (Wheaton) überführt und für ca. 3 min auf Eis mit dem engen Einsatz (tight pestle,
Wheaton) homogenisiert. Das Homogenisat wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefäß transferiert und für 3 min bei 2 000 Upm bei 4 °C zentrifugiert. Der erhaltene
Überstand wurde sauber in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei
13 000 Upm bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand (Proteinextrakt) dieses Zentrifugations-
schrittes wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß transferiert und bei –80 °C gelagert.
Lysispuffer: 50 mM Hepes pH 7,4
100 mM NaCl
0,5 mM EDTA pH 8,0
0,05 % IGEPAL-630 (Sigma, München, D)
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Homogenisierungspuffer: 7 ml Lysispuffer
1 Tablette Complete Mini Protease-Inhibitoren-Cocktail (Serin,
Cystein- und Metalloproteasen; Roche, Mannheim, D)
5.2.2 Bradford-Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration
Diese Methode beruht auf der Beobachtung, dass sich das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in saurem Milieu von 465 nm nach 595 nm
verschiebt, wenn der Farbstoff Proteine bindet. Dieses Absorptionsmaximum entsteht
aufgrund der Stabilisierung der anionischen Form des Farbstoffes durch ionische und
hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminosäureseitenketten wie Arginin, Lysin, Tyrosin,
Tryptophan und Phenylalanin. In einem bestimmten Konzentrationsbereich ist die Absorption
bei 595 nm daher der Proteinkonzentration proportional.
Zunächst wurde eine Eichgerade mit Protein-Standards bekannter Konzentration
erstellt (0 µg/ml; 2µg/ml; 5 µg/ml; 10 µg/ml; 15 µg/ml; 20 µg/ml Rinderserum Albumin). Die
Proteinkonzentration einer Lösung konnte dann durch Vergleich mit der Eichgerade
photometrisch ermittelt werden. 800 µl der jeweiligen Standards bzw. eine 1:800-
Verdünnung des jeweiligen Proteinextraktes wurden dazu mit 200 µl Bradford-Färbelösung
(BioRad Laboratories, München, D) gemischt. Die Absorption des entsprechenden Ansatzes
wurde anschließend am Photometer bestimmt.
5.2.3 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)
Diese von U. Laemmli entwickelte Methode erlaubt die einfache Auftrennung eines
Proteingemisches anhand des Molekulargewichtes der einzelnen Proteinkomponenten.
Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte mit dem Hoefer Mini-Gelsystem. Die SDS-
Polyacrylamidgele wurden wie folgt angefertigt: Zuerst wurde das Trenngel gegossen, dann
das Sammelgel.
15 %-iges Trenngel: 15 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid
6 ml 1,8 M Tris/HCl pH 8,8
8,7 ml H2O
300 µl 10 % SDS
150 µl 10 % APS
15 µl TEMED
                                                                                                                                  Methoden
87
12 %-iges Trenngel: 12 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid
6 ml 1,8 M Tris/HCl pH 8,8
11,6 ml H2O
300 µl 10 % SDS
150 µl 10 % APS
15 µl TEMED
APS und TEMED wurden erst kurz vor dem Gießen zugegeben. Der Zwischenraum
zwischen zwei Gelplatten wurde zu 2/3 mit dem entsprechenden Trenngel gefüllt.
Anschließend wurde dieses mit 1 ml Butanol überschichtet, um eine glatte Geloberfläche zu
erzielen. Nach erfolgter Polymerisation des Trenngels wurde das Butanol vollständig entfernt
und wie folgt das Sammelgel gegossen:
Sammelgel: 4,5 ml 30 % Acrylamid
6 ml 0,6 M Tris/HCl pH 6,8
19 ml H2O
300 µl 10 % SDS
150 µl 10 % APS
15 µl TEMED
APS und TEMED wurden erst kurz vor dem Gießen zugegeben. Das Trenngel wurde
mit dem Sammelgel überschichtet und ein Kamm luftblasenfrei eingeführt. Das vollständig
polymerisierte Gel wurde entweder bei 4 °C bis zum späteren Gebrauch gelagert oder direkt
für die Elektrophorese verwendet. Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde
das Polyacrylamidgel in die Gelkammer eingespannt und die Pufferkammern des
Gelsystems mit 1x SDS-Gellaufpuffer befüllt.
5x SDS Gellaufpuffer: 15 g Tris
72 g Glycin
5 g SDS
ad 1 l mit H2O auffüllen
pH 8,3 mit HCl einstellen
Die Proben und der Molekulargewichtsmarker, die zuvor bereits mit 2x SDS-Proben-
puffer versetzt worden waren, wurden für 5 min bei 95 °C denaturiert, kurz abzentrifugiert
und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte zunächst bei 20 mA, bis die
Lauffront in das Sammelgel gelaufen war, anschließend bei 25 mA. Die Gelelektrophorese in
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1x SDS-Gellaufpuffer wurde beendet, sobald die Bromphenolblau-Front das Ende des
Trenngeles erreicht hatte.
2x SDS-Probenpuffer: 100 mM Tris/HCl pH 6,8
4 % SDS
0,2 % Bromphenolblau
20 % Glycerol
200 mM DTT
Molekulargewichtsmarker: Prestained Protein Marker IV (PeqLab)
Elektrophoresekammern: Amersham Biosciences, Freiburg, D
5.2.4 Western Blot mit Transfer nach dem Nassblotverfahren
Zunächst wurde das zu transferierende SDS-Trenngel (siehe 5.2.3) nach der Elektrophorese
für 10 min in Transferpuffer (Boratpuffer) äquilibriert. Eine entsprechend große PVDF-
Membran (Immobilon-P; Millipore, Bedford, MA) wurde kurz in 100 % Methanol angefeuchtet
und ebenfalls für 10 min in Transferpuffer inkubiert. Anschließend wurde ein Spülschwamm
(Vileda, Frankfurt, D) und zwei Lagen Whatman-3mm-Filterpapier (je 7x9 cm; Schleicher und
Schuell, Dassel, D) in Transferpuffer getränkt und in die Transfereinheit der Blot-Apparatur
(Amersham Biosciences, Freiburg) gelegt. Auf diesen Stapel folgte dann das SDS-Gel,
darauf die PVDF-Membran, anschließend zwei Lagen in Transferpuffer getränktes
Whatman-Papier und zuletzt folgte ein Spülschwamm, der zuvor ebenfalls in Transferpuffer
getränkt wurde. Sämtliche Lagen wurden luftblasenfrei aufeinander gelegt, um einen
störungsfreien Transfer zu ermöglichen. Diese Transfereinheit wurde nun, mit der PVDF-
Membran in Richtung Anode weisend und dem Gel zur Kathode gewandt, in die mit
Transferpuffer befüllte Nassblotapparatur eingespannt. Dann wurde für 60 min bei 400 mA
und 4 °C geblottet. Anschließend wurde die PVDF-Membran 10 min in Ponceau S-Lösung
angefärbt, mit 5 %-iger Essigsäure und Wasser gewaschen und 1 h bei Raumtemperatur
bzw. über Nacht bei 4 °C in Blocklösung geschüttelt. Der primäre Antikörper (siehe 4.1)
wurde in Blocklösung verdünnt und die Membran darin für 1 h bei Raumtemperatur bzw.
über Nacht bei 4 °C unter Schütteln inkubiert. Am nächsten Tag wurde der primäre
Antikörper abgegossen, die Membran mit Blocklösung zweimal kurz gespült, sowie einmal
10 min und zweimal 5 min in jeweils frischer Blocklösung gewaschen. Der sekundäre
Antikörper (siehe 4.1) wurde 1:10 000 in Blocklösung verdünnt, und die Membran darin für
                                                                                                                                  Methoden
89
30 min bei RT unter Schütteln inkubiert. Danach wurde der sekundäre Antikörper
abgegossen, die Membran einmal für 10 min und dreimal 5 min in jeweils frischem TBST
bwz. PBS gewaschen. Zur Detektion wurde das ECL-Detektionsreagenzgemisch (enhanced
chemiluminescence; NEN Life Science, Köln, D) für ca. 1 min verwendet. Es beruht auf einer
durch Chemilumineszenz hervorgerufenen Lichtemission, die zu einer Schwärzung des in
einer Dunkelkammer aufgelegten Röntgenfilms (Kodak, Frankfurt, D) an derjenigen Stelle
führt, an welcher der sekundäre Antikörper sein Epitop auf dem primären Antikörper
gefunden hat. Nach der Entwicklung des Films in einer speziellen Entwicklermaschine
(Heareus, Hanau, D) waren die Signale als schwarze Bereiche auf dem Film zu erkennen.
Die Belichtungszeit lag je nach Intensität des jeweiligen Signales zwischen 10 sec und 3 min.
Transferpuffer: 20 mM Borsäure
1 mM EDTA
0,1 mM DTT
TBST: 10 mM Tris/HCl pH 8
0,05 % Tween-20
150 mM NaCl
Blocklösung: 5 % Trockenmilchpulver in TBST
Variante:
Transferpuffer mit MeOH: 20 % (v/v) Methanol
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,0037 % SDS
Blocklösung: 5 % Trockenmilchpulver in PBS
Ponceau-S-Lösung: 2 % Ponceau-S
30 % TCA
30 % Sulfosalicylsäure
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5.3 Klonierungstechniken
5.3.1 Herstellung von Konstrukten durch rekombinante PCR
Tab. 5: Folgende Konstrukte wurden für den jeweils angegebenen Ver-
wendungszweck durch rekombinante PCR (siehe 5.3.2) hergestellt.
Konstrukt Primer Vektor Verwendungszweck
BD_Dnmt2 Dnmt2F_BD / Dnmt2R_BD
(siehe 4.9)
pGBKT7
(BD), siehe
4.8 Abb. 27
Herstellung eines Dnmt2-
Fusionsproteins mit der
GAL4-DNA-Bindedomäne
für die Expression in Hefe
AD_Dnmt2 Dnmt2F_BD / Dnmt2R_AD
(siehe 4.9)
pGADT7
(AD), siehe
4.8 Abb. 26
Herstellung eines Dnmt2-
Fusionsproteins mit der
GAL4-Aktivierungsdomäne
(AD) für die Expression in
Hefe
AD_IPOD Dnmt2F_BD / Dnmt2R_AD
(siehe 4.9)
pGADT7
(AD), siehe
4.8 Abb. 26
Herstellung eines IPOD-
Fusionsproteins mit der
GAL4-Aktivierungsdomäne
(AD) für die Expression in
Hefe
GST_IPOD CG2961F_pGEX /
CG2961R_pGEX
(siehe 4.9)
pGEX-4T-1,
siehe 4.8
Abb. 28
Herstellung eines IPOD-
Fusionsproteins mit dem
GST-Protein für die
Expression in Bakterien
und den GST Pull-down
Assay
Dnmt2_1-178aa Dnmt2F_BD / Dnmt2HR_BD
(siehe 4.9)
pGBKT7
(BD), siehe
4.8 Abb. 27
Deletionskonstrukt von
Dnmt2 für den GST Pull-
down Assay
Dnmt2_1-127aa Dnmt2F_BD / Dnmt2F6
(siehe 4.9)
pGBKT7
(BD), siehe
4.8 Abb. 27
Deletionskonstrukt von
Dnmt2 für den GST Pull-
down Assay
Dnmt2_205-290aa Dnmt2HFN_BD /
Dnmt2Hfo_AD (siehe 4.9)
pGADT7, s.
4.8 Abb. 26
Deletionskonstrukt von
Dnmt2
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Konstrukt Primer Vektor Verwendungszweck
Dnmt2_97-290aa Dnmt2delta5 / Dnmt2Hfo_AD
(siehe 4.9)
pGADT7
(AD), siehe
4.8 Abb. 26
Deletionskonstrukt von
Dnmt2 für den GST Pull-
down Assay
Dnmt2_205-345aa Dnmt2HFN_BD /
Dnmt2RN_AD (siehe 4.9)
pGADT7
(AD), siehe
4.8 Abb. 26
Deletionskonstrukt von
Dnmt2 für den GST Pull-
down Assay
UAS_IPOD CG2961F / CG2961R (siehe
4.9)
pUAST),
siehe 4.8
Abb. 29
Herstellung IPOD-
überexprimierender
Fliegen mit dem
UAS/GAL4-System
5.3.2 PCR (Polymerase Kettenreaktion)
Zur Klonierung der in Tabelle 5 aufgelisteten Konstrukte wurden durch PCR amplifizierte
DNA-Fragmente in den angegebenen Vektor kloniert. Die PCR-Reaktionen wurden in einem
Endvolumen von 50 µl durchgeführt. Um PCR-Fehler auszuschließen, wurde das
Polymerase-Gemisch und der dazugehörige Puffer des Expand High Fidelity PCR Systems
(Roche, Mannheim, D) nach folgendem Schema verwendet:
Mix 1: 19,25 µl H2O
5 µl Puffer # 2, 10x konzentriert mit 15 mM MgCl2
0,75 µl Expand High Fidelity Enzym-Mix [2,6 U] (enthält eine thermostabile
Taq DNA Polymerase und Tgo DNA Polymerase, eine thermostabile DNA
Polymerase mit Korrekturlese-Funktion)
Mix 2: 1 µl DNA-Matrize (template)
3 µl upstream Primer (1:10-Verdünnung einer  [1 µg/µl] Primer-Lösung)
3 µl downstream Primer (1:10-Verdünnung einer  [1 µg/µl] Primer-Lösung)
1 µl 10 mM dNTP-Mix
17 µl H2O
Die Präparation von 2 Reaktionsansätzen Mix 1 und Mix 2 nach Empfehlungen des
Herstellers (Roche, Mannheim, D) verhindert, dass die 3´-5´-Exonuklease-Aktivität der
Polymerase mit Korrekturlese-Funktion partiell Primer und DNA-Matrize während der
Vorbereitung der PCR-Reaktion degradiert.
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PCR-Programm: T1 = 94 °C für 2 min (gegebenenfalls: hot start)
T2 = 94 °C für 1 min
T3 = 44–70 °C für 1 min
T4 = 68 °C für 2 min
zurück zu Schritt T2, 10 Wiederholungen
T5 = 94 °C für 1 min
T6 = 50-70 °C für 1 min
T7 = 72 °C für 2:05 min [Dt = 5 s / Ext 5 s]
zurück zu Schritt T6, 25 Wiederholungen
T8 = 72 °C für 7 min
T9 = 4 °C
Nach Beendigung der PCR wurden die entsprechenden Produkte durch
Gelelektrophorese untersucht.
5.3.3 Aufreinigung der PCR-Produkte
Die PCR-Produkte mussten nach der PCR aufgereinigt werden, da sich die für die PCR
optimale Salzkonzentration bei nachfolgenden Arbeitsschritten nachteilig auswirken könnte.
Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden, D) nach
den Angaben des Herstellers.
5.3.4 Restriktionsverdau
Um eine gerichtete Klonierung zu ermöglichen, trugen die Primer Restriktionsschnittstellen
für zwei unterschiedliche Restriktionsenzyme. Das gesamte, durch die Aufreinigung der
PCR-Produkte gewonnene, Volumen von 30 µl wurde für den Restriktionsverdau eingesetzt,
des Weiteren circa 3 µg des entsprechenden Vektors. Für den Verdau der PCR-Produkte
wurden von jedem Restriktionsenzym 6 µl in einem Gesamtvolumen von 100 µl eingesetzt,
für den Verdau des Vektors jeweils 3 µl in einem Gesamtvolumen von 50 µl. Der Verdau
erfolgte bei 37 °C für 3 h. Dem Restriktionsverdau folgten, wie oben beschrieben, eine
Aufreinigung durch das QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, D) und eine Analyse
mittels Agarose-Gelelektrophorese, um die jeweiligen Konzentrationen für die sich
anschließende Ligation abschätzen zu können.
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5.3.5 Ligation
Für die Ligation wurden etwa 100 ng des Vektors mit einem 1-20-fachen molaren
Überschuss des jeweiligen, mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnittenen
PCR-Produktes inkubiert. Die Ligation wurde mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits (Roche,
Mannheim, D) in einem Gesamtvolumen von 20 µl für 5 min bei RT nach Angaben des
Herstellers durchgeführt.
5.3.6 Transformation von chemisch kompetenten E. coli Zellen
Die gefrorenen, chemisch kompetenten Bakterienzellen (Top 10 chemically competent One
Shot cells; Invitrogen, Karlsruhe, D) wurden zunächst auf Eis aufgetaut. Dann erfolgte die
Zugabe der DNA-Lösung. Zu jeweils 25 µl Bakterien wurden 2 µl des entsprechenden
Ligationsansatzes hinzugegeben und vorsichtig gemischt. Nach einer 30-minütigen
Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad für 30 sec. Anschließend
wurden zu dem Bakterien-DNA-Gemisch 250 µl SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe, D)
gegeben und die Bakterien für 1 h bei 37 °C unter Schütteln (300 Upm) inkubiert, um die
Expression der Resistenzgene des aufgenommenen Plasmids zu ermöglichen. Es folgte
eine Zentrifugation bei 13 000 Upm für 15 sec, nach welcher der Überstand bis auf etwa 100
µl entfernt wurde. Die Bakterien wurden in diesen 100 µl resuspendiert, und das gesamte
Volumen dann auf einer LB-Agar-Ampicillin bzw. -Kanamycin-Platte ausplattiert. Nach einer
Inkubation über Nacht bei 37 °C wurden einzelne Kolonien gepickt und auf die Aufnahme
des Plasmids hin untersucht.
SOC-Medium: 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2
10 mM MgSO4
20 mM Glukose
LB-Medium: 1 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
1 % NaCl
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LB-Agarplatten
mit Ampicillin
bzw. Kanamycin: 7,5 g Bacto-Agar wurden mit LB-Medium auf ein Volumen von 500 ml
aufgefüllt. Der Agar wurde durch Erhitzen gelöst. Nach dem Abkühlen
der Lösung auf ca. 60 °C wurde Ampicillin (100 µg/ml Endkonzen-
tration) bzw. Kanamycin (80 µg/ml Endkonzentration) zugesetzt und
die Platten gegossen.
5.3.7 Transformation von elektro-kompetenten E. coli Zellen
Die elektrisch kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 45 µl der Zellen mit
5 µl DNA auf Eis gemischt. Nach 5-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Ansätze in
bereits vorgekühlte Küvetten gegeben. Der Elektroporator wurde auf 2 500 Volt eingestellt
und nach dem Einführen der Küvette wurde zweimal die Pulse-Taste gedrückt. Nach dem
Stromstoß wurde die Küvette sofort entnommen, 1 ml SOC-Medium auf die Zellen gegeben
und gut gemischt (die Zeitkonstante sollte bei einem Wert von ca. 6 liegen). Anschließend
wurden die transformierten Bakterien für 1 h bei 37 °C auf einem Schüttler (bei 270 Upm)
inkubiert. 50 µl der Kultur wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 µg/ml
Endkonzentration) bzw. Kanamycin (80 µg/ml Endkonzentration) ausplattiert und bei 37 °C
über Nacht inkubiert.
5.3.8 Plasmid-Isolierung durch Mini- und Maxipräparation
Die nach der Transformation gepickten Kolonien wurden für mindestens 8 h bei 37 °C unter
Schütteln in 3 ml LB-Ampicillin (100 µg/ml Endkonzentration) bzw. –Kanamycin-Medium (80
µg/ml Endkonzentration) kultiviert. Dann erfolgte eine Plasmidisolierung durch Minipräp
mittels Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Hilden, D) nach Angaben des Herstellers bzw. durch eine
Schnellaufarbeitungsmethode. Dazu wurden ca. 2 ml der Bakterienkultur für 1 min bei 13000
Upm bei Raumtemperatur abzentrifugiert, das resultierende Pellet in 200 µl Glukose-Mix
resuspendiert, 400 µl 0,2 M  NaOH/1 % SDS-Lösung zugegeben und der Ansatz für 5 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 300 µl 3 M KAc pH 4,8 und mehrmaligem Invertieren
erfolgte eine weitere, 30-minütige Inkubation der Probe auf Eis. Anschließend wurde 30 min
lang bei 13 000 Upm und 4 °C zentrifugiert, der Überstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefäß überführt und für weitere 15 min bei 13 000 Upm und 4 °C abzentrifugiert.
Daraufhin wurden 700 µl des resultierenden Überstandes abgenommen, in ein neues
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Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, nach Zugabe von 500 µl 100 % Isopropanol mehrmals
invertiert und für 5 min bei 13 000 Upm und 4 °C abzentrifugiert. Das erhaltene DNA-Pellet
wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 40 µl TE-Puffer
aufgenommen. Zuletzt erfolgte ein RNase-Verdau mit jeweils 1 µl RNase A (10 mg/ml von
Sigma, München, D; zuvor 20 min bei 95 °C gelöst) für 45 min bei 37 °C. Die auf diese
Weise gewonnene DNA wurde schließlich durch einen Restriktions-Kontrollverdau auf die
Aufnahme des jeweiligen Plasmids hin analysiert. Mit jeweils 2 positiven Klonen wurde mit
Hilfe des Plasmid Maxi Kits (QIAGEN, Hilden, D) eine Maxiprep nach Angaben des
Herstellers durchgeführt, der sich ein erneuter Restriktions-Kontrollverdau anschloß.
5.4 In vitro Bindungsexperimente mit GST-Fusionsproteinen und radioaktiv
markierten Proteinen
5.4.1 Das GST-System
Das Glutathion S-Transferase (GST) Gen-Fusionssystem ist ein System für die Expression,
Aufreinigung und Detektion eines in E. coli produzierten Fusionsproteins. Das System
besteht aus drei Hauptkomponenten: (1.) Den pGEX-Plasmid-Vektoren, (2.) zwei GST
Aufreinigungs-Modulen und (3.) dem GST-Detektions-Modul. Die pGEX Plasmide dienen zur
induzierbaren, intrazellulären Expression von Genen oder Gen-Fragmenten als Fusion mit
dem GST-Protein aus Schistosoma japonicum. Diese GST-Fusionsproteine werden
anschließend aus bakteriellen Lysaten durch Affinitäts-Chromatographie mitttels Glutathion
Sepharose 4B aufgereinigt. Die Abspaltung des gewünschten Proteins von GST wird durch
Benutzung der Erkennungsstellen-spezifischen Protease Thrombin erzielt, deren
Erkennungs-Sequenz unmittelbar stromaufwärts der Multiplen Klonierungsstelle auf dem
pGEX-Plasmid lokalisiert ist. Die Detektion der Fusionsproteine kann durch einen
Immunoassay erfolgen. Das GST-Detektions-Modul liefert dazu einen Ziege-Anti-GST
polyklonalen Antikörper, der in Western Blots verwendet werden kann. Dieses System kann
für Studien von Protein-Protein- und DNA-Protein Interaktionen eingesetzt werden.
5.4.2 Herstellung von pGEX-Vektorkonstrukten
Die pGEX-Vektoren weisen einen tac-Promotor für die chemisch induzierbare, starke
Expression und das lacIq Gen auf, welches die Benutzung jedes E.coli-Stammes ermöglicht.
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Die pGEX-Vektor-Serien decken alle drei translationalen Leseraster ab und enthalten eine
Protease-Erkennungsstelle für Thrombin.
Die vollständige cDNA von IPOD sowie von Dnmt2 wurde jeweils aus einem cDNA
Plasmid mit Hilfe des Expand High Fidelity Kits (Roche, Mannheim, D) nach Angaben des
Herstellers durch PCR amplifiziert (siehe 5.3.1). Restriktionsenzym-Schnittstellen wurden für
eine gerichtete Klonierung in die PCR-Primer eingeführt (siehe 4.9). Die Synthese der Primer
erfolgte durch MWG-Biotech, Ebersberg, D. Schließlich wurde das Konstrukt sequenziert.
5.4.3 Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen
GST-Fusionsproteine wurden in E. coli-Zellen hergestellt, die ein rekombinantes pGEX-
Plasmid trugen. Die Protein-Expression von einem pGEX-Plasmid stand unter der Kontrolle
eines tac Promotors, der durch das Lactose-Analog Isopropyl-b-D-Thiogalactosid (IPTG)
induziert wurde. Induzierte Kulturen konnten die GST-Fusionsproteine für einige Stunden
herstellen, wonach die Zellen geerntet und durch milde Sonifizierung lysiert wurden. Die
bakteriellen Lysate wurden durch Abzentrifugieren von Zelltrümmern befreit und das
gereinigte Lysat direkt auf Glutathion Sepharose 4B geladen. Nachdem die Fusionsproteine
an die Matrix gebunden hatten, wurde mit Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundene
Proteine zu entfernen. Die Zurückgewinnung der Fusionsproteine von der Matrix erfolgte
unter milden Elutions-Bedingungen (10 mM Glutathion), wodurch die Antigenizität und die
Funktionalität der Proteine bewahrt werden sollten.
Die IPOD cDNA bzw. Dnmt2 cDNA wurde für die Herstellung von GST-Fusions-
proteinen in den GST-Fusions-Expressions-Vektor pGEX-4T-1, wie in 5.4.2 beschrieben,
kloniert. Für die Proteinherstellung wurden E. coli BL21-Zellen (Stratagene, Amsterdam, NL)
benutzt. Dazu wurde eine 50 ml-Übernachtkultur, hochgewachsen in LB-Medium mit 100
µg/ml Ampicillin (Sigma, München, D) 1:100 in 400 ml desselben Mediums verdünnt und für
2 h bei 230 Upm und 37 °C inkubiert, bis eine OD600 nm von 0,5 bis 2,0 erzielt wurde. Durch
die Zugabe von jeweils 50 µl 1 M IPTG/200 ml Kultur und 2-stündiger Inkubation bei 230
Upm und 37 °C wurde die Herstellung der GST-Fusionsproteine induziert. Anschließend
wurden 50 ml Aliquots der Bakterienkulturen für 10 min bei 11 000 Upm und 4 °C
abzentrifugiert. Die resultierenden Pellets wurden in insgesamt 7 ml Proteinpuffer (10 mM
Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) resuspendiert. Nach der Zugabe von 10 µl
Lysozym (0,1 g auf 10 ml H2O und 200 µl 0,5 M Tris pH 8,0) wurden die Ansätze 15 min auf
Eis inkubiert. Anschließend wurden 40 µl 1M DTT, 40 µl PMSF und 400 µl 20 % Sarcosyl
hinzugefügt und dreimal 1 min (bei 70 Einheiten) sonifiziert. Um die Löslichkeit des GST-
Fusionsproteins zu erhöhen, wurden 100 µl Triton-X-100 zugegeben und der Ansatz 30 min
                                                                                                                                  Methoden
97
über Kopf bei Raumtemperatur gedreht. Anschließend wurde für 15 min bei 11 000 Upm und
4 °C zentrifugiert und der resultierende Überstand bei –80 °C bis zum späteren Gebrauch
gelagert.
Die Bindung des GST-Fusionsproteins an Glutathion Sepharose 4B (Amersham
Biosciences, Freiburg, D) erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Dazu wurden 500 µl
der zuvor leicht durchmischten Glutathion Sepharose 4B für 5 min bei 500 x g und 4 °C
sedimentiert und der Überstand verworfen. Anschließend wurde die Sepharose einmal mit 5
ml kaltem 1x PBS gewaschen und erneut sedimentiert. Daraufhin wurde der Überstand
verworfen, und die Sepharose in 500 µl 1x PBS resuspendiert. Nun wurde der aufgetaute
Überstand des Bakterienlysates zugegeben und der Ansatz 30 min bei Raumtemperatur
über Kopf rotiert. Nach einer 5-minütigen Zentrifugation bei 500 x g und 4 °C wurde das
resultierende Pellet dreimal mit 5 ml kaltem 1x PBS gewaschen und dafür jeweils 5 min bei
500 x g und 4 °C zentrifugiert. 50 µl des an Glutathione Sepharose 4B gebundenen GST-
Fusionsprotein-Ansatzes wurden mit 50 µl 2x SDS-Ladepuffer versehen, 10 min bei 85 °C
aufgekocht, und auf einem 15 %-igem SDS-Polyacrylamidgel mittels Western Blot auf die
korrekte Herstellung des GST-Fusionsproteins überprüft.
5.4.4 In vitro Translation von Proteinen mit dem TNT-gekoppelten Retikulocyten-
Lysat-System (Promega, Mannheim, D)
Bei diesem System  handelt es sich um ein eukaryotisches in vitro Translationssystem, in
dem Transkription und Translation gekoppelt in einem Reaktionsgefäß ablaufen. Das
Retikulocyten-Lysat besteht aus dem Inhalt aufgebrochener Kaninchen-Erythrocyten, in dem
noch  die gesamte Transkriptions- und Translationsmaschinerie erhalten ist. Nach Zugabe
entsprechender DNA-Konstrukte (meist zirkuläre Plasmid-DNA), sowie nach Zugabe von
RNA-Polymerase wird somit mRNA transkribiert und das entsprechende Protein translatiert.
Dieses Teilexperiment wurde durchgeführt um festzustellen, ob das jeweilige Protein
auch in einem solchen gekoppelten System in vitro hergestellt werden konnte, sowie um zu
ermitteln, ob das exprimierte Protein nach einer Immunpräzipitation mit Sepharose 4B-
Kügelchen isoliert werden kann. Die Detektion des Proteins wurde mit Hilfe eines Western
Blots durchgeführt. In diesem Fall wurden 1 µg der DNA im Expressionsvektor eingesetzt.
Für die Transkription wurde T7 RNA-Polymerase verwendet. Zum Schutz der mRNA vor
deren Abbau wurde ein Ribonuklease-Inhibitor RNasin (Roche, Mannheim, D) hinzuge-
geben. Zusätzlich wurde dem System eine komplette Mischung einzelner Aminosäuren
zugesetzt.
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Komponenten für einen 50 µl Ansatz: [µl]:
TNT-Kaninchen Retikulocyten-Lysat 25
TNT-Reaktionspuffer 2
TNT-T7-RNA-Polymerase 1
Aminosäuren-Mix (ohne Methionin) 1
RNasin 1
Matrizen-DNA (DNA-template) 1 µg
35S-Methionin 2 µl
Nuklease-freies Wasser ad 50 µl
Dieser Ansatz wurde für 90 min in bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden 5 µl
entnommen, mit 7 µl Wasser auf 6 µl 3x Probenpuffer versetzt und bei 85-95 °C gekocht. Die
Proben wurden auf ein SDS-Minigel aufgetragen.
5.4.5 GST Pull-down Assay
Abb. 30: Funktionsweise des GST Pull-down Assays. An Glutathion-Seharose-
Kugeln gebundenes GST-IPOD wurde auf Interaktion mit in vitro
translatiertem und gleichzeitig 35S-Methionin-markierten Dnmt2-Proteinen
getestet. Bei einer Protein-Protein-Wechselwirkung wurde radioaktiv
markiertes Dnmt2 über GST-IPOD an die Glutathion-Sepharose-Kugeln
gebunden und nach Auftrennung auf einem SDS-Polyacrylamidgel über
Autoradiographie nachgewiesen.
Die Herstellung von 35S-Methionin-markierten Proteinen erfolgte durch in vitro
Transkription/Translation von pGADT7-Dnmt2 mit Hilfe des TNT Coupled Reticulocyte
Lysate Systems (Promega, Mannheim, D) nach Angaben des Herstellers. GST-IPOD
Fusionsproteine wurden durch Klonierung der IPOD-cDNA in pGEX-4T-1 (Amersham
Biosciences, Freiburg, D) und anschließender Expression dieses Konstruktes in BL21-
Bakterien nach Angaben des Herstellers produziert. Die Herstellung von GST-Dnmt2-
 Sepharose -GSH   GST      IPOD                        35S-Dnmt2
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Fusionsproteinen erfolgte entsprechend. GST Pull-downs wurden unter den folgenden
Bedingungen durchgeführt: Als Inkubations- und Waschpuffer diente 20 mM HEPES pH 7,8;
300 mM NaCl; 0.1 % Desoxycholat; 0.1 % IGEPAL; 10 % Glycerin. Die radioaktiv markierten
Proteine wurden für 3 h in Inkubationspuffer bei Raumtemperatur zusammen mit an
Sepharose 4B (Amersham Biosciences, Freiburg, D) gekoppelten GST-Fusionsproteinen
bzw. zusammen mit an Sepharose 4B gekoppeltem GST-Protein über Kopf rotierend
inkubiert. Anschließend wurden die Sepharose-Kugeln fünfmal für jeweils 10 min bei
Raumtemperatur gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Proben für 10 min
in SDS-Ladepuffer aufgekocht und auf ein 12 %-iges SDS-Polyacrylamidgel geladen. Nach
erfolgter Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurden diese auf eine PVDF-Membran
geblottet. Schließlich wurde diese mit Ponceau S angefärbt, getrocknet und gegenüber
einem Röntgenfilm exponiert.
5.5 Hefe-Techniken
5.5.1 Yeast Two-Hybrid Screen zur Identifizierung potentieller Interaktionspartner der
DNA-Methyltansferase Dnmt2 aus Drosophila melanogaster
Das MATCHMAKER Two-Hybrid System 3 (Clontech/BD Biosciences, Heidelberg, D) ist ein
auf GAL4 basierendes Zwei-Hybridsystem, welches einen transkriptionellen Assay zur
Detektion von Protein-Interaktionen in vivo in der Hefe liefert. Dieses System kann zur
Durchsuchung einer Bibliothek nach neuen Proteinen genutzt werden, die mit einem
bekannten „Köder“-Protein („bait“) interagieren, oder zu einem Interaktionstest zweier zuvor
klonierter Proteine. Es enthält zahlreiche Maßnahmen zur Reduktion falsch-positiver
Ergebnisse und erlaubt die schnelle Identifizierung und Verifizierung von Protein-Protein-
Interaktionen.
Zum Prinzip des Two-Hybrid Assays: Der Transkriptionsfaktor GAL4, der in Gegen-
wart von Galaktose einige Gene des Galaktose-Stoffwechsels von Saccharomyces
cerevisiae andreht, besitzt eine DNA-Bindedomäne (DNA-BD) und eine Transaktivierungs-
domäne (AD). In diesem experimentellen Zwei-Hybridsystem liegt jeweils ein Promoter und
eine notwendige Bindestelle für das GAL4-Protein insgesamt vier Reportergenen. Die
Kodierungssequenz für GAL4 wird auf zwei Plasmiden kloniert, ein Plasmid mit DNA-BD, ein
anderes mit AD. In das Leseraster für DNA-BD wird die cDNA eines Proteins eingefügt,
dessen Wechselwirkungen untersucht werden sollen, den „Köder“ („bait“). An das Leseraster
für AD werden die cDNA-Sequenzen für Proteine gekoppelt, die mit der „Köder“-Sequenz in
Wechselwirkung treten könnten, die potentielle „Beute“ („prey“). Dabei kann es sich auch um
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die gesamte cDNA-Bibliothek einer Zelle handeln. Wenn „Köder“ und „Beute“ zusammen-
passen, kommen DNA-BD und AD in räumliche Nähe, was zur Expression der Reportergene
führt.
Abb. 31: Darstellung des Prinzips des Yeast Two-Hybrid Systems. Ein „Köder“-
Protein („bait“) wird mit einer GAL4-DNA-Bindedomäne (DNA-BD) fusioniert.
Der potentielle Interaktionspartner liegt als Fusionsprotein mit einer GAL4-
Aktivierungsdomäne (AD) vor. a) Nicht-interagierende Proteine können die
Transkription der Reportergene nicht aktivieren. b) Interagieren beide Proteine
miteinander, kommen GAL4-DNA-BD und GAL4-AD in räumliche Nähe,
können an die „upstream activating sequences“ (UAS) binden und aktivieren
somit die Transkription von insgesamt vier unabhängigen Reportergenen.
Reporter Gen(e)PromotorUAS
DNA-BD
„Köder“-
Protein
Transkription
AD
Bibliotheks-
Protein
Reporter Gen(e)PromotorUAS
AD
DNA-BD
„Köder“-
Protein
Bibliotheks-
Protein
Transkription
a) Nicht-interagierende Proteine
b) Interagierende Proteine aktivieren Reportergene
c) Reporter-Konstrukte im Hefestamm AH109
GAL1 TATA
MEL1 TATA
GAL2 TATA
MEL1 TATA
GAL1 UAS
GAL2 UAS
MEL1 UAS
MEL1 UAS
HIS3
MEL1
LacZ
ADE2
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c) Der Hefestamm AH109 besitzt drei Reportergene: HIS3, ADE2, MEL1 und
LacZ, die von drei unterschiedlichen GAL4-UAS- und Promotorelementen
reguliert werden. Wird das HIS3-Reportergen aktiviert, kann die Hefezelle auf
Minimalmedium ohne die Aminosäure Histidin überleben. Die Aktivierung von
ADE2 bewirkt ein Wachstum auf Minimalmedium ohne Adenin. Das LacZ-
Reportergen kodiert für eine b-Galaktosidase und MEL1 für eine a-Galaktosi-
dase, welche die Hydrolyse von X-GAL ermöglichen. Dadurch entsteht ein
blaues Präzipitat, welches die „LacZ-positiven“ Hefeklone anfärbt.
In dem verwendeten MATCHMAKER System 3 wird ein „Köder“-Gen (fusioniert mit
der GAL4 DNA-Bindedomäne, DNA-BD), exprimiert, während ein anderes Gen oder eine
cDNA (fusioniert mit der GAL4 Aktivierungs-Domäne, AD), exprimiert wird. Falls „Köder-“ und
„Beute-“/Bibliotheks-Fusionsproteine interagieren, werden die DNA-BD und AD in räumliche
Nähe zueinander gebracht, wobei sie die Transkription von vier Reportergenen aktivieren
(siehe Abb. 31). Diese Technologie kann zur Identifizierung neuer Protein-Protein-
Interaktionen, zur Bestätigung vermuteter Interaktionen sowie zur Bestimmung definierter
Interaktions-Domänen benutzt werden. Des Weiteren ermöglicht die Two-Hybrid Technologie
die Identifizierung der Gene, welche für die interagierenden Proteine kodieren.
Dieses System wurde zum Sreenen einer embryonalen cDNA-Bibliothek aus
Drosophila melanogaster (Clontech/BD Biosciences, Heidelberg, D) mit der vollständigen
Drosophila Dnmt2 cDNA als „Köder“ („bait“) nach Angaben des Herstellers benutzt. Zur
Herstellung des “Köder“-Hefestammes wurde die Dnmt2-cDNA der Taufliege Drosophila
melanogaster über die Restriktionsenzym-Schnittstellen EcoRI und XhoI in den Hefevektor
pGBKT7 einkloniert und dieses Konstrukt wurde anschließend in den Hefestamm AH109
transformiert. Der daraus hervorgegangene Hefestamm wurde als „BD-Dnmt2“ bezeichnet.
Zur Kontrolle wurde der Vektor pGBKT7 ohne zusätzliche cDNA ebenfalls in den AH109-
Hefestamm transformiert und der erhaltene Hefestamm als „BD“ bezeichnet. Darüber hinaus
wurde nicht nur die korrekte Expression der Fusionsproteine in den jeweiligen Hefestämmen
überprüft, sondern auch getestet, ob das transformierte Dnmt2-cDNA-Konstrukt für die
Hefezellen giftig war. Dazu wurde untersucht, ob sich das Wachstumsverhalten der
transformierten Hefestämme im Vergleich zu dem des nicht transformierten Hefestammes
AH109 unterschied. Die beiden transformierten Hefestämme wuchsen jedoch nur geringfügig
langsamer als der nicht transformierte Hefestamm AH109. Die Expression des GAL4-
Fusionsproteins, bestehend aus der GAL4-DNA-Bindedomäne (GAL4-DNA-BD), dem Myc-
Markierungsepitop und dem Dnmt2-Protein bzw. der GAL4-DNA-Bindedomäne mit dem
Myc-Markierungsepitop, wurde mit Hilfe eines Western Blots überprüft.
Um die Durchführung eines Yeast Two-Hybrid Screens zu ermöglichen, musste des
Weiteren sichergestellt werden, dass die Transkription der Reportergene (siehe 5.5, Abb. 31)
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nicht vom GAL4-DNA-BD-/Myc/-Dnmt2-Fusionsprotein autonom aktiviert werden konnte.
Hierzu wurde der „Köder“-Hefestamm auf selektiven Nährmedienplatten aufgebracht, denen
die Aminosäuren Histidin und Tryptophan fehlten bzw. die kein Adenin und Tryptophan
enthielten. Da die Synthese des Dnmt2-Fusionsproteins im „Köder“-Hefestamm nicht zu
einer Aktivierung der Transkription der entsprechenden Reportergene führte, konnte dieser
Hefestamm nicht auf den selektiven Nährmedienplatten wachsen. Somit war die
Durchführung des Yeast Two-Hybrid Screens möglich.
Der Screen der cDNA-Bibliothek erfolgte unter Verwendung des Hefestamms AH109
unter hoch stringenten Bedingungen (SD/-Ade-, -His-, -Leu-, -Trp-Nährmedien). Als
potentielle „Beute“ („prey“) diente, wie bereits erwähnt, eine embryonale Drosophila cDNA-
Bibliothek (Clontech/BD Biosciences, Heidelberg, D). Dabei handelte es sich um eine
kommerziell erworbene, komplexe cDNA-Bibliothek, welche in den Hefevektor pACT2
einkloniert worden war. Die Bestimmung des Titers dieser cDNA-Bibliothek erfolgte nach
Angaben des Herstellers und wurde nach folgender Formel berechnet: Anzahl der
Kolonien/ausplattiertes Volumen (ml) x Verdünnungsfaktor = Anzahl der Kolonien/ml. Dieser
Wert wurde mit 1,98x 1010 lebenden Zellen pro ml ermittelt und lag somit über dem vom
Hersteller angegebenen Wert von 5x 107. Die Amplifizierung der „Beute“-Bibliothek erfolgte
nach Angaben des Herstellers (Clontech/BD Biosciences, Heidelberg, D). Insgesamt wurden
von 320 Nährmedienplatten (13,5x 2 cm) schließlich 705 ml Bibliotheks-DNA mit einer
Konzentration von [814 µg/ml] isoliert.
Die simultane Co-Transformation von „Köder“- und cDNA-Bibliothek in den Hefe-
stamm AH109 erfolgte ebenfalls nach den Angaben von Clontech (siehe 5.5.5). Um die
Anzahl der möglichen gescreenten Hefeklone zu ermitteln, wurde die Anzahl an lebenden,
diploiden Zellen pro ml mit dem Gesamtvolumen, welches ausplattiert wurde, multipliziert.
Dieser Wert lag bei 1x 106. Der gesamte Co-Transformationsansatz von BD-Dnmt2 mit den
potentiellen Interaktionsklonen der embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek wurde bei
höchster Stringenz selektioniert und dazu auf selektiven Nährmedienplatten ohne Adenin,
Histidin, Leucin und Tryptophan (SD/-AHLT) ausgestrichen. Erfolgreich co-transformierte
Hefeklone konnten aufgrund der verwendeten Vektoren, nämlich des pGBKT7-Vektors mit
dem TRP1-Gen und des pGADT7-Vektors mit dem LEU2-Gen (siehe 4.8), auf selektiven
Nährmedienplatten ohne Leucin und Tryptophan wachsen. Nur durch eine Protein-Protein-
Interaktion des „Köder“-Proteins mit einem GAL4-AD-Fusionsprotein aus der embryonalen
Drosophila Bibliothek konnte die Transkription der Reportergene HIS3 und ADE2 erfolgen,
Histidin und Adenin synthetisiert und somit ein Wachstum der Hefe auf selektiven
Nährmedienplatten ermöglicht werden. Um einen stabilen Selektionsdruck aufrecht zu
erhalten, wurden die Hefeklone mindestens viermal hinter-einander auf SD/-AHLT-Platten
passagiert (siehe 5.5.2). Um zu überprüfen, ob in den positiven Interaktionsklonen auch das
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LacZ-Reportergen, das für eine b-Galaktosidase kodiert, aktiv wurde, erfolgte eine
Replikaplattierung dieser Hefeklone mit anschließender X-GAL-Färbung (siehe 5.5.8). Zur
kolorimetrischen Bestimmung der b-Galaktosidase-Enzymaktivität wurde X-GAL verwendet,
da durch dessen Hydrolyse ein blaues, wasserun-lösliches Präzipitat entstand, das die
„LacZ-positiven“ Hefeklone anfärbte. Adäquate Positiv- und Negativ-Kontrollen wurden
mitgeführt: Bei der Positv-Kontrolle handelte es sich um eine bekannte Protein-Protein-
Interaktion zwischen dem murinen p53-Protein mit dem SV40 T-Antigen (Estojak et al.,
1995). Als Negativ-Kontrolle wurde der leere pGADT7-Vektor in den „Köder“-Hefestamm
transformiert. In diesen Hefezellen fand keine Aktivierung der Transkription der
Reportergene statt und ein Überleben auf SD/-AHLT-Platten war somit nicht möglich.
Nach der Durchführung des b-Galaktosidase-Tests wurden aus den verbleibenden 31
Hefeklonen die Plasmid-DNA isoliert (siehe 5.5.7), in E. coli transformiert und die
entsprechenden Plasmide isoliert. Diese Methode lieferte allerdings eine Mischung aus
intakten „Köder“- und „Beute“-Plasmiden. Durch die Verwendung von spezifischen
Oligonukleotidprimern (siehe 4.9, Primer 17 und 18) konnten die sich im „Beute“-Plasmid
befindlichen Fragmente aus der embryonalen Drosophila cDNA-Bibliothek durch PCR
amplifiziert sequenziert werden. Die Gegenwart eines an die GAL4-AD-Sequenz fusionierten
offenen Leserasters wurde überprüft und die erhaltenen Sequenzen wurden mit
Datenbanken verglichen um zu analysieren, ob diese einem bekannten Protein zuzuordnen
waren (siehe 5.11).
5.5.2 Passagieren von Hefezellen
Einzelkolonien wurden mit sterilen Einwegimpfnadeln von Nährmedienplatten abgenommen,
in 10 µl eines entsprechenden Mediums resuspendiert und auf frische Nährmedienplatten
(mit bzw. ohne Selektion) aufgetropft. Sobald die Flüssigkeit eingezogen war, wurde die
Platte bei 30 °C im Brutschrank für mehrere Tage inkubiert. Die gewachsenen Hefezellen
waren auf dieser Platte für mindestens 2-4 Wochen bei 4 °C haltbar. Sie wurden allerdings
vor der Durchführung eines Versuches wieder frisch passagiert.
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5.5.3 Inokulation von Flüssigmedien
Einzelkolonien oder entsprechende Mengen an Hefezellen wurden mit sterilen Einweg-
Impfnadeln von Nährmedienplatten abgenommen, in 1 ml Flüssigmedium durch Vortexen gut
resuspendiert und zu einer entsprechenden Menge Flüssigmedium (mit bzw. ohne Selektion)
gegeben. Diese Kulturen wurden über Nacht bei 250 Upm und 30 °C inkubiert.
5.5.4 Herstellung von kompetenten Hefezellen
Um Hefezellen mit einem cDNA-Vektor-Konstrukt transformieren zu können, mussten diese
zunächst chemisch kompetent gemacht werden. Dies geschah mit Hilfe der folgenden
Lithium/Acetat-Methode:
50 ml YPDA-Medium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben wurde mit einer maximal
drei Tage alten AH109 Einzelkolonie inokuliert und bei 30 °C unter Schütteln bei 250 Upm
über Nacht inkubiert. Von dieser gesättigten Kultur wurde am nächsten Tag eine frische 300
ml YPDA-Kultur angeimpft, so dass diese eine OD600 nm von 0,2-0,3 aufwies. Diese Kultur
wurde so lange bei 30 °C unter Schütteln bei 250 Upm inkubiert, bis sie eine OD600 nm von
0,6-0,8 aufwies. Anschließend wurde sie bei 1000 x g und 2000 Upm für 5 min bei
Raumtemperatur sedimentiert. Das Sediment wurde in 50 ml sterilem 1x TE-Puffer durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gewaschen und erneut sedimentiert. Es wurde
anschließend in 1,5 ml frisch zubereitetem, sterilem 1x TE-Lithium/Acetat-Puffer
resuspendiert. Die auf diese Weise behandelten Zellen waren für ca. 14 Transfomations-
ansätze ausreichend. Die Transformation erfolgte direkt im Anschluss, und die restlichen
Hefezellen wurden verworfen.
10x Lithium/Acetat-Puffer pH 7,5: 1 M (L-6883; Sigma, München, D)
autoklaviert
10x TE-Puffer pH 7,5: 0,1 M Tris-HCl
10 mM EDTA pH 7,5
autoklaviert
1x TE-Lithium/Acetat-Puffer: 8 ml dd H2O
+ 1 ml 10x TE-Puffer
+ 1 ml 10x Lithium/Acetat-Puffer
frisch angesetzt verwendet
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5.5.5 Transformation der kompetenten Hefezellen
Es wurden nur frische kompetente Hefezellen (siehe 5.5.4) für die Transformation eines
cDNA-Vektor-Konstruktes verwendet. Dazu wurden je 100 ng Plasmid-DNA zu je 100 µg
Heringssperma-DNA („Carrier“ DNA [10 mg/ml]; Clontech/BD Biosciences, Heidelberg, D)
gegeben. Die Heringssperma-DNA musste zuvor für 20 min bei 100 °C aufgekocht und
anschließend sofort für 2 min auf Eis inkubiert werden. Zu diesem DNA-Gemisch wurden je
100 µl kompetente Hefezellen gegeben und diese mit je 600 µl PEG-Lithium/Acetat-Lösung
durch Vortexen für 10 sec vermischt. Anschließend wurden die Ansätze bei 30 °C und 200
Upm für 30 min inkubiert. Als nächstes wurden jeweils 70 µl DMSO (Dimethyl sulfoxide, D-
8779 von Sigma, München, D) zugegeben, durch vorsichtiges Invertieren ohne Vortexen
gemischt und ein Heizblock für 15 min in einem 42 °C warmen Wasserbad angeschlossen.
Der Ansatz wurde für 2 min auf Eis inkubiert und für 5 sec bei 13 000 Upm und
Raumtemperatur sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 500 µl
sterilem 1x TE-Puffer resuspendiert. Von diesem Ansatz wurden 100 µl Hefezellen direkt auf
entsprechende Nährmedienplatten ausgestrichen. Um Einzelkolonien zu erhalten, wurde
auch eine 1:10, eine 1:100 sowie eine 1:1000 Verdünnung ausplattiert. Die Nährmedien-
platten mit den transformierten Hefezellen wurden dann für 5-7 Tage bei 30 °C im
Brutschrank inkubiert. Hefekolonien, welche in dieser Zeit gewachsen waren, wurden
abgenommen und weiter kultiviert.
50 % PEG 3350 (Polyethylenglykol): P-3640 (Sigma, München, D) in ddH2O
PEG-Lithium/Acetat-Lösung: 8 ml 50 % PEG
+ 1 ml 10x TE-Puffer
+ 1 ml 10x Lithium/Acetat-Puffer
frisch angesetzt verwendet
5.5.6 Präparation von Hefe-Proteinextrakten
Um die Expression eines Proteins, dessen Plasmid-DNA zuvor in einem Hefestamm
transformiert worden war, zu überprüfen, wurde ein Proteinextrakt aus diesem Hefeklon
hergestellt. Dieser konnte dann mit Hilfe eines Western Blots und anschließender
Immunreaktion mit spezifischen Antikörpern analysiert werden.
Für jeden transformierten Hefeklon, der mit dem Western Blot-Verfahren getestet
werden sollte, wurde eine Übernacht-Kultur in 5 ml SD-Medium mit entsprechender
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Aminosäure-Kombination angeimpft. Dazu wurde eine Hefekolonie mit einem Durchmesser
von ca. 1-2 mm, die nicht älter als einige Tage war, oder eine äquivalente Menge an
Hefezellen zur Inokulation des Mediums gewählt. Als Kontrolle wurde eine Kolonie
untransformierter Hefezellen in 10 ml YPDA-Medium überführt und über Nacht bei 30 °C und
250 Upm inkubiert. Die Übernacht-Kulturen wurden am nächsten Tag für 1 min gevortext, um
Zellklumpen zu lösen. Nun wurde jede Übernacht-Kultur in 45 ml frischem SD bzw. YPDA-
Medium bis zu einer OD600 nm von 0,3 verdünnt und bis zu einer OD600 nmvon 0,6 bei 30 °C
unter Schütteln bei 250 Upm inkubiert. Zur Berechnung der gesamten Anzahl der
sogenannten OD-Einheiten wurde die OD600 nm (einer 1 ml Probe) mit dem gesamten
Kulturvolumen multipliziert. Diese Kulturen wurden sofort in eisgekühlte Zentrifugenröhrchen
überführt und für 5 min bei 4 °C und 1 000 Upm sedimentiert. Der Überstand wurde
verworfen und das Sediment in 50 ml eiskaltem dd H2O resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation für 5 min bei 4 °C und 1 000 Upm wurde das erhaltene Sediment in flüssigem
Stickstoff eingefroren und konnte so bei –80 °C gelagert werden.
Um die Hefezellen aufbrechen zu können, musste das tiefgefrorene Zellsediment in
einem auf 60 °C vorgewärmten, kompletten Cracking-Puffer resuspendiert werden. Dieser
Puffer wurde immer frisch angesetzt und ca. 100 µl pro 7,5 OD600 nm Einheiten Hefezellen
verwendet. Das Sediment mit den tiefgefrorenen Hefezellen wurde unverzüglich nach
Zugabe des kompletten Cracking-Puffers im 60 °C Wasserbad für maximal 2 min aufgetaut.
Alle 7 min wurde frisches PMSF zugegeben (1 µl/100 µl Cracking-Puffer). Die Zell-
suspensionen wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße mit 80 µl Glaskügelchen pro 7,5
OD600 nm Einheiten Hefezellen überführt, 10 min bei 70 °C erhitzt und anschließend
mindestens 1 min gut gevortext. Dieses Zell-Lysat wurde bei 4 °C und 13 000 Upm für 5 min
sedimentiert. Der Überstand, welcher nicht vollständig abgenommen wurde, konnte in ein
frisches Reaktionsgefäß überführt und auf Eis gelagert werden. Das verbliebene Sediment
wurde für 5 min in einem kochenden Wasserbad inkubiert und anschließend für 1 min
intensiv gevortext. Nach erneuter Sedimentierung wurden beide Überstände vereinigt und
nochmals für 20 min bei 95 °C gekocht, auf einem SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch
aufgetrennt (siehe 5.2.3) und einer Western Blot-Analyse (siehe 5.2.4) unterzogen.
Cracking-Puffer (Stocklösung): 8 M Harnstoff
5 % SDS
40 mM Tris-HCl pH 6,8
0,1 mM EDTA pH 8,0
0,4 mg/ml Bromphenolblau
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Protease Inhibitorlösung: 0,1 mg/ml Pepstatin A
0,03 mM Leupeptin
145 mM Benzamidin
0,37 mg/ml Aprotinin
100x PMSF: 0,174 g PMSF in 10 ml Isopropanol
Cracking-Puffer komplett: 1 ml Cracking-Puffer (Stocklösung)
10 µl b-Mercaptoethanol
70 µl Protease-Inhibitorlösung
50 µl 100x PMSF
5.5.7 Isolierung der Plasmid-DNA aus Hefezellen
Plasmid-DNA konnte durch das folgende Protokoll aus Hefezellen in ausreichender Qualität
und Quantität isoliert werden, um sie als Matrize für eine PCR-Reaktion zu verwenden bzw.
E. coli-Zellen zu transformieren. Diese Methode lieferte allerdings eine Mischung aus
intakten Plasmiden und genomischen DNA-Fragmenten. Daher war die so gewonnene
Plasmid-DNA nicht rein genug für eine sofortige gelelektrophoretische Analyse.
2 ml Flüssigmedium wurden mit einem Hefestamm inokuliert und über Nacht bei 30
°C und 250 Upm inkubiert. Die Kultur wurde daraufhin in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße
überführt. Die Hefezellen wurden bei 13 000 Upm für 3 min bei Raumtemperatur
sedimentiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 300 µl Hefe-Lyse-Lösung
resuspendiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 300 µl Phenol-Chloroform (1:1) und
300 mg säuregereinigter Glaskügelchen (G-87/2; Sigma, München, D). Die Suspension
wurde für 5 min gründlich auf einem Vibrax (IKA-Werke, Staufen, D) gevortext und dann für 5
min bei Raumtemperatur und 13 000 Upm zentrifugiert. Die obere, die DNA enthaltende
wässrige Phase wurde in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Daraufhin
wurde die DNA mit 1/10 Volumen 3 M NaAc pH 5,2 und dem 2,5-fachen Volumen Ethanol
durch 10-minütige Inkubation in flüssigem Stickstoff präzipitiert und anschließend bei 13 000
Upm für 10 min abzentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde verworfen, das DNA-
Sediment mit 1 ml 70 % EtOH gewaschen und erneut für 10 min bei RT zentrifugiert. Der
Waschüberstand wurde ebenfalls verworfen, das DNA-Sediment an der Luft getrocknet und
anschließend in 30 µl TE-Puffer gelöst. Für die Transformation von DH5a-Bakterien wurden
5 µl dieser DNA-Lösung verwendet.
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Hefe-Lyse-Lösung: 2 % Triton-X-100
1 % SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris-HCl pH 8,0
1 mM EDTA
Natriumacetat-Lösung pH 5,2: 3 M NaAc (pH mit Essigsäure eingestellt)
5.5.8 Test von Hefezellen auf Expression des LacZ-Reportergens durch Replika-
plattierung und Färbung mit X-GAL
Dieser Test wurde durchgeführt, um die b -Galaktosidase-Aktivität der auf SD/-AHLT-
Selektionsmedium gewachsenen Hefeklone nach einer Co-Transformation zu überprüfen.
Dazu wurde X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid, B-9146; Sigma,
München, D) zur kolorimetrischen Bestimmung der b-Galaktosidase-Enzymaktivität ver-
wendet, da durch die Hydrolyse von X-GAL ein blaues, wasserunlösliches Präzipitat
entsteht, welches die „LacZ-positiven“ Hefezellen färbt.
Die zu untersuchenden Kolonien wurden zunächst für einen Tag auf den ent-
sprechenden Selektionsplatten inkubiert. Anschließend wurde von diesen Kolonien eine
Replikaplattierung hergestellt, indem ein entsprechend zurechtgeschnittenes, steriles What-
man-Filterpapier auf die Platte mit den Kolonien gelegt, mit einem sterilen Drigalski-Spatel
leicht angepresst und dann wieder abgehoben wurde. Der Filter wurde anschließend mit den
Kolonien nach oben zeigend erneut für einen Tag auf einer frischen Selektionsplatte bei 30
°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der Filter vorsichtig mit einer Pinzette von der Platte
abgehoben und für 10 sec in flüssigen Stickstoff überführt, um die Zellmembranen der
Hefekolonien zu permeabilisieren. Die Expression des LacZ-Reportergens wurde mit Hilfe
einer X-GAL-Lösung getestet: Dazu wurden etwa 4,5 ml der Z-Puffer/X-GAL-Lösung auf ein
zurechtgeschnittenes Whatman-Filterpapier, welches auf den Boden einer leeren Petrischale
ausgelegt worden war, gegeben. Auf diesen befeuchteten Filter wurde ein weiterer Filter
gelegt. Der mit den Hefekolonien bewachsene Filter wurde aus dem Stickstoff entnommen
und zum Auftauen auf ein Papier gelegt. Anschließend wurde er, mit der Kolonien
bewachsenen Seite nach oben weisend, luftblasenfrei in die vorbereitete Petrischale mit der
Z-Puffer/X-GAL-Lösung aufgelegt. Die Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen und
bei 37 °C inkubiert. Die Positiv-Kontrollen begannen sich nach etwa 2 h blau zu färben, die
Negativ-Kontrollen nach etwa 18 h. Kolonien, die sich nach den Negativ-Kontrollen färbten,
wurden als unspezifisch bewertet.
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5.6 In vitro Co-Immunopräzipitation
Eine in vitro Co-immunopräzipitation zur Bestätigung von Protein-Protein-Interaktionen war
mit Hilfe des BD Matchmaker Co-IP Kits direkt nach der Identifizierung des potentiellen
Interaktionspartners von Dnmt2 möglich. Die T7-Promotoren und Epitop-Markierungen in
den Hefe-Vektoren pGBKT7 und pGADT7 (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg, D) sind
stromabwärts der GAL4-kodierenden Sequenzen lokalisiert, so dass die Epitop-markierten
„Köder“- und Bibliotheks-Proteine ohne die GAL4-Domänen transkribiert und translatiert
werden können. Falls das „Köder“-Protein mit dem Bibliotheks-Protein interagiert, sind beide
Proteine nach einer Gel-Elektrophorese im Anschluß an eine Co-IP mit jedem der beiden
Antikörper sichtbar.
Matchmaker System 3 Vektoren
In vitro Transkription und Translation
der Epitop-markierten „Köder“- und
Bibliotheks-Proteine unter
Verwendung von 35S-Methionin
Myc
„Köder“-
Protein HA
Bibliotheks-
Protein
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Abb.32: Prinzip der in vitro Co-Immunopräzipitation zur Bestätigung von Protein-
Protein-Interaktionen. „Köder“- und Bibliotheks-cDNAs, die in pGADT7 bzw.
PGBKT7 kloniert wurden, können direkt von dem rekombinanten Plasmid in
vitro transkribiert und translatiert werden. Falls die Proteine interagieren, co-
immunopräzipitieren sie entweder mit dem a-Myc oder a-HA Antikörper. Die
Komplexe werden mit Protein A Kugeln gebunden und mittels SDS-PAGE
analysiert.
Myc
„Köder“-
Protein
HA
Bibliotheks-
Protein
Myc
„Köder“-
Protein
HA
Bibliotheks-
Protein
Inkubation mit entweder a-Myc- oder
a-HA-Antikörper
a-HA
polyklonaler
Antikörper
a-Myc
monoklonaler
Antikörper
1. Inkubation mit Protein A Kugeln
2. Aufkochen zur Elution der Proteine. Auftrennung durch SDS-PAGE.
3. Exposition des Gels gegenüber einem Röntgenfilm.
Myc
„Köder“-
Protein
HA
Bibliotheks-
Protein
Myc
„Köder“-
Protein
HA
Bibliotheks-
Protein
Mischen der translatierten Produkte
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Die in vitro Transkription und Translation erfolgte mit Hilfe des TNT-T7 Coupled
Reticulocyte Lysate Systems (Promega, Mannheim, D) nach Angaben des Herstellers. Für
die in vitro Co-Immunopräzipitation wurden jeweils 5 µl des in vitro transkribierten/
translatierten, 35S-Met-markierten Dnmt2-Proteins mit Myc-Markierungs-Epitop, sowie 5 µl
des in vitro translatierten, 35S-markierten IPOD-Proteins mit HA-Markierungs-Epitop für 1 h
bei 30 °C inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von 470 µl Co-Immunopräzipitationspuffer (20
mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween-20; 1mM DTT; 0,5 mM PMSF; 5 µg/ml
Aprotinin), sowie von entweder 10 µl (1 µg) a-Myc monoklonalem Antikörper oder a-HA
polyklonalem Antikörper, und eine erneute einstündige Inkubation bei Raumtemperatur auf
einem Überkopfschüttler. Währenddessen wurden die Protein A Kügelchen (BD Biosciences,
Heidelberg, D) durch mehrmaliges vorsichtiges Invertieren gemischt, zweimal mit 200 µl PBS
gewaschen, und im Originalvolumen 1x PBS resuspendiert. Nun erfolgte die Zugabe von
jeweils 30 µl gewaschener  Protein A Kugeln zu jedem Ansatz und eine einstündige
Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Überkopfschüttler. Anschließend wurden die
Proben für 10 sec bei 7 000 Upm abzentrifugiert, der Überstand entsorgt und die Kügelchen
fünfmal mit dem Waschpuffer 1 des MATCHMAKER Co-IP Kits (BD Biosciences, Heidelberg,
D) gewaschen. Dazu wurden 100 µl Waschpuffer 1 zugegeben, die Proben gemischt, 10 sec
bei 7 000 Upm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Daraufhin wurden die Kugeln
zweimal mit dem Waschpuffer 2 des MATCHMAKER Co-IP Kits (BD Biosciences,
Heidelberg, D) gewaschen. Dazu wurden 100 µl Waschpuffer 2 zugegeben, die Proben
gemischt, 10 sec bei 7 000 Upm abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Schließlich
wurden die Proben in 20 µl SDS-Ladepuffer resuspendiert, für 5 min bei 80 °C inkubiert, auf
ein 12 %-iges SDS-Polyacrylamidgel geladen. Nach erfolgter Auftrennung der Proteine durch
SDS-PAGE wurden diese auf eine PVDF-Membran geblottet. Schließlich wurde diese mit
Ponceau S angefärbt, getrocknet und gegenüber einem Röntgenfilm exponiert.
5.7 Etablierung eines polyklonalen Antiserums gegen IPOD
Die Herstellung des Antiserums gegen IPOD erfolgte durch die Peptide Speciality
Laboratories GmbH im Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg. Dazu wurde ein
Meerschweinchen mit einer Peptid 1 enthaltenden Lösung und ein weiteres Meerschwein-
chen mit einer Peptid 2 enthaltenden Lösung immunisiert (siehe unten).
Die folgenden, in der genomischen IPOD-Nukleotidsequenz codierten, Peptid-
sequenzen wurden nach Gesichtspunkten hoher Immunogenität sowie geringer Kreuz-
reaktivität mit anderen Peptiden oder Proteinen ausgewählt:
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Peptid 1: CVQEQQQSQSAGGSKGGWGSGG  (Aminosäuren 290-311, Serum C)
Peptid 2: ASGHGYGGGASFDTQQFNAILC (Aminosäuren 202-222, Serum D)
Hierzu wurde jeweils ein Meerschweinchen mit 2mg an KLH-gekoppeltem Peptid 1
bzw. Peptid 2 in komplettem Freunds Adjuvans (complete Freund´s adjuvant) dreimal in
dreiwöchigem Abstand immunisiert (geboostet). Zwischen den individuellen Immuni-
sierungen wurden Blutproben entnommen und gegen Ovalbumin-konjugiertes Peptid
getestet, um den Titer des entsprechenden Serums zu bestimmen. Das jeweilige Antiserum
wurden schließlich durch Ausbluten des entsprechenden Tieres nach einer Herz-Punktion
gewonnen.
Anschließend wurden die erhaltenen, polyklonalen Meerschweinchen-Antiseren mit
Hilfe eines Western Blots auf ihre Spezifität getestet. Da das Serum D, welches durch
Immunisierung mit Peptid 2 gewonnen wurde, ein intensiveres Signal lieferte, wurde es für
sämtliche weiteren Untersuchungen eingesetzt.
5.8 Immunologischer Nachweis der subzellulären Lokalisation des IPOD-Proteins
und des Dnmt2-Proteins in Drosophila  Embryonen mittels konfokaler
Laserscanmikroskopie
Taufliegen unterschiedlicher Embryonalstadien (0-3 h bzw. 0-6 h alte Embryonen) wurden
von Eiablage-Agarplatten mit Hilfe eines Pinsels und etwas Eier-Waschlösung in ein Sieb
abgesammelt. Anschließend wurden die in dem Sieb befindlichen Eier gründlich mit Wasser
gespült. Noch vorhandenes Wasser im Sieb wurde durch Abtropfen der Siebunterseite
entfernt. Die Dechorionisierung der Embryonen wurde mittels 6 %-iger Natriumhypochlorit-
lösung für 2-3 min durchgeführt. Das Ausmaß der Dechorionisierung wurde mit einer Stereo-
lupe kontrolliert. Als Anhaltspunkt einer vollständigen Dechorionisierung diente dabei die
Entfernung der am anterioren Pol gelegenen Atmungsanhänge. Anschließend wurden noch
vorhandene NaClO-Reste durch Abtupfen des Siebes und viermaliges Spülen der
dechorionisierten Embryonen mit Wasser entfernt.
Die gewaschenen, dechorionisierten Embryonen wurden in 1,5 ml-Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt und 20 min lang in einer 50 % Heptan- und 50 % Fixierlösung- (4
%-Paraformaldehyd in PBS pH 4,0) Lösung inkubiert. Nach dem Entfernen der unteren
Phase wurden 750 µl 100 % Methanol zugegeben und die Embryonen durch heftiges,
schnelles Schütteln für 30 sec devitelinisiert. Daraufhin wurden die nicht devitelinisierten
Embryonen aus der Interphase sowie die obere Phase entfernt, und die auf den Boden des
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Reaktionsgefäßes abgesunkenen Embryonen dreimal mit 100 % Methanol sowie dreimal mit
1x PBS-TX (1x PBS; 0,1 % Triton-X-100) gewaschen.
Für den immunologischen Nachweis der subzellulären Lokalisation des IPOD- sowie
des Dnmt2 Proteins in Wildtyp-Embryonen wurden diese für 1 h bei Raumtemperatur in
Blocklösung (3 % BSA, 3 % Ziegenserum; 1x PBS; 0,1 % Triton-X-100) und über Nacht bei 4
°C mit dem primären Antikörper (IPOD: Meerschweinchen Serum D; Dnmt2: Kaninchen
Serum #2, Peptide Specialty Laboratories), 1:200 bzw. 1:500 verdünnt, in Inkubationspuffer
(3 % BSA; 3 % Ziegenserum; 1x PBS; 0,1 % Triton-X-100) über Kopf rotiert. Daraufhin
wurden die Embryonen dreimal 5 min mit Inkubationspuffer gewaschen und für 2 h bei
Raumtemperatur in einer Inkubationslösung mit dem sekundären Antikörper (IPOD: Alexa
Fluor 488 Ziege anti-Meerschwein von Molecular Probes, 1:500; Dnmt2: Cy5-konjugierter
AffiniPure Ziege anti-Kaninchen IgG von Jackson Immuno Research, 1:500) im Dunkeln
inkubiert. Nach zweimaligem, 30-minütigem Waschen in 1x PBS-TX mit 2 mg/ml (End-
konzentration) RNase A wurden die Embryonen für 5 min mit 1 µg/ml (Endkonzentration)
Propidiumiodid in PBS-TX gefärbt und anschließend für 10 min in PBS-TX gewaschen.
Daraufhin wurden die Embryonen für mindestens 20 min in Äquilibrierungspuffer des Slow
Fade Light Antifade Kits (Molecular Probes, Karlsruhe, D) inkubiert  und anschließend auf
einem Objektträger in Puffer B (Molecular Probes, Karlsruhe, D) eingebettet, mit einem
Deckglas abgedeckt und im konfokalen Laserscanmikroskop (Zeiss 410) analysiert.
5.9 Herstellung transgener, homozygoter Drosophila-Linien zur ektopischen
Überexpression von IPOD
Zur funktionellen Charakterisierung von IPOD wurden transgene Fliegenstämme hergestellt,
die eine gezielte, entwicklungs- bzw. gewebsspezifische und ektopische Überexpression von
IPOD erlauben (mit dem GAL4/UAS-System; Brand und Perrimon, 1993).
Das GAL4/UAS-System benutzt zwei Typen von Transgenen, nämlich einen GAL4-
Treiber (driver) und einen GAL4-aktivierbaren UAS-Expressions-Vektor (pUAST, siehe 4.8,
Abb. 29) für inserierte Zielgen-cDNA-Sequenzen. Der Treiber steuert die entwicklungs- und
gewebsspezifische Expression des GAL4-Proteins aus Hefe, eines sequenzspezifischen
Transkriptionsaktivators, der auch in Drosophila funktioniert (Fischer et al., 1988), in diesem
Organsimus aber keine bekannten Zielgene besitzt und in vielen Geweben ohne sichtbaren
Effekt exprimiert werden kann. Es wurden zahlreiche GAL4-Transaktivator-Fliegenstämme
etabliert und charakterisiert, die eine gezielte ektopische Expression des Transgens in
definierten Geweben und während bestimmter Entwicklungs-stadien ermöglichen.
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Zunächst wurde die cDNA von IPOD (Rubin et al., 2000) mit den Restriktions-
enzymen EcoRI und XhoI in den Polylinker des GAL4-induzierbaren Vektors pUAST sub-
kloniert (siehe 5.3.1), stromabwärts von fünf GAL4-Bindungsstellen und der hsp70 TATA-
Box und stromaufwärts des SV40-Terminators. Anschließend wurden transgene Fliegen
durch „P”-Element vermittelte Keimbahntransformation (siehe 5.9.1) hergestellt.
Das im Western Blot ermittelte Molekulargewicht des endogenen sowie des ektopisch
exprimierten IPOD-Proteins von 35 kDa stimmt im Rahmen der Messgenauigkeit mit dem
berechneten Wert von  34 kDa überein.
5.9.1 „P”-Element-vermittelte Keimbahntransformation
5.9.1.1 Haltung der Fliegen
Die Haltung der Fliegen erfolgte bei 25 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit in einem mit Nährbrei
gefüllten Glasröhrchen. Um eine möglichst große Anzahl für die Transformation geeigneter
Embryonen zu erhalten, wurden zur Eiablage Fliegen benutzt, die zwischen 4 und 7 Tage alt
waren. Mehrere Tage vor der Eiablage wurden diese Fliegen in frische Röhrchen mit
Nährbrei und viel Hefe umgesetzt. Zur Eiablage bestimmte Fliegen wurden schließlich bei 18
°C gehalten. Die Herabsetzung der Haltungstemperatur von 25 °C auf 18 °C führt zu einer
Verlangsamung der Embryonalentwicklung um den Faktor 1,8. Für das Gelingen der
Transformation ist dies von entscheidender Bedeutung, da nur Embryonen zur Injektion
verwendet werden können, bei denen die Bildung der Polzellen noch nicht eingesetzt hat.
Die Bildung der Polzellen setzt im Falle des für die Transformation verwendeten yw-
Stammes bei 18 °C nach rund 80 min ein. Demnach mussten sämtliche der nachfolgend
beschriebenen Schritte innerhalb dieser Zeit vollzogen werden, um möglichst viele
transformations-kompetente Embryonen zu gewinnen.
Während der Injektion wurden einige hundert Fliegen in einem Eiablage-Käfig auf
frischen Apfelsaftagarplatten gehalten, die mit einem Klecks Hefe versehen waren. Die
Ablage der Eier erfolgte auf den Apfelsaftagar, die Platten wurden alle 30-40 min
gewechselt.
Nährbrei: 10 l Wasser
80 g Fadenagar
180 g Trockenhefe
100 g Sojamehl
220 g Rübensirup
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800 g Maismehl
24 g Nipagin (Methyl-4-hydroxybenzoat; Merck, Darmstadt, D)
62,5 ml Propionsäure (Sigma, München, D)
Der Agar wurde in kochendem Wasser gelöst; alle Zutaten bis auf die Propionsäure
wurden zugeben, 2 h kochen gelassen und alle 10 min umgerührt. Nach dem Zufügen der
Propionsäure erfolgte die Portionierung in Glasröhrchen (Fliegenfutter-Küche der Abteilung
Entwicklungsgenetik, DKFZ Heidelberg, D). Anschließend sollten die Röhrchen 1-2 Tage bei
Raumtemperatur getrocknet und schließlich bei 4 °C gelagert werden.
Eiablage-Agarplatten: 250 ml Wasser
4,25 g Agar
2 ml Eisessig
Der Agar wurde in kochendem Wasser gelöst und auf circa 60 °C abgekühlt. Dann
wurde der Eisessig zugegeben, gemischt und die Lösung in Petrischalen (Greiner,
Frickenhausen, D) abgefüllt. Zur Eiablage verwendete Agarplatten sollten noch einen
deutlich wahrnehmbaren Essigsäure-Geruch aufweisen.
5.9.1.2 Herstellung der Injektionslösung
Die präparative Aufreinigung der zu injizierenden DNA wurde mit dem Plasmid Maxi Kit nach
Angaben des Herstellers (QIAGEN, Hilden, D) durchgeführt. Die DNA wurde in Injektions-
puffer (5 mM KCl; 0,1 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 6,8) aufgenommen und auf eine
Konzentration von 375 ng/ml eingestellt. Dabei entfiel auf die Vektor-DNA ein Anteil von 300
ng/ml und auf die Transposase-kodierende Helfer-DNA (pUChsD2-3) 75 ng/ml.
5.9.1.3 Beladung der Injektionsnadel
Um die Gefahr des Verstopfens der Injektionsnadel durch Verunreinigungen zu reduzieren,
wurde die Injektionslösung vor der Beladung der Injektionsnadel für 15 min in der
Tischzentrifuge bei 13 200 Upm zentrifugiert. Unmittelbar nach der Zentrifugation wurden 2-4
µl der Injektionslösung mit einer autoklavierten Mikroloader-Pipettenspitze (Eppendorf,
Wesseling-Berzdorf, D) der obersten Schicht des Zentrifugats entnommen, ohne die
pelletierten Partikel aufzuwirbeln. Die gefüllte Mikroloader-Pipettenspitze wurde von hinten
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möglichst weit in die Injektionsnadel (Femtotips; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D)
eingeführt und die Injektionslösung entlassen. Die gefüllte Injektionsnadel wurde vorsichtig
mit dem Kunststoffgewinde in den Kapillarenhalter (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D)
eingeschraubt. Um das Eintrocknen der Nadelspitze durch austretende Injektionslösung zu
verhindern, wurde die Nadelspitze in einen Tropfen Voltalef 10 S-Öl auf einem Deckglas
(40x18 mm) gelagert.
5.9.1.4 „P“-Element vermittelte Keimbahntransformation von Drosophila-
Embryonen
Alle 30-40 min wurden die abgelegten Eier mit einem Pinsel von der Apfelsaftagarplatte
abgebürstet und in einem Körbchen in Wasser gesammelt. Anschließend wurden die im
Körbchen befindlichen Eier gründlich mit Wasser gespült. Noch vorhandenes Wasser im
Körbchen wurde durch Abtupfen der Körbchenunterseite entfernt.
Die Dechorionisierung der Embryonen erfolgte wie in Kapitel 5.8 bereits beschrieben.
Zur Injektion wurden nur Embryonen verwendet, die im Wasser aufschwammen. 30-60
dechorionisierte Embryonen wurden mit einem Pinsel auf einem Agarstreifen (1x4 cm)
transferiert und innerhalb von 10 min mit einer Präpariernadel vorsichtig so in einer Reihe
angeordnet, dass die am anterioren Pol gelegene Mikropyle der Embryonen dem
Experimentator zugewandt war. Embryonen, die zu alt oder beschädigt waren, wurden bei
diesem Schritt entfernt.
Als nächstes wurden die angeordneten Embryonen auf ein Deckglas transferiert,
dessen 40 mm-Längsseite mit doppelseitigem Klebeband (Scotch 665/Nr 136D) bzw.
flüssigem Klebstoff (Tesafilm in n-Heptan) versehen war. Die Embryonen wurden hierfür mit
dem Klebeband von der Oberfläche des Agarstreifens behutsam abgehoben. Die Mikropyle
zeigte nun zur Deckglasmitte, wohingegen der posteriore Pol in einem Abstand von 0,5-1
mm zum Deckglasrand dem Experimentator zugewandt war. Zur Dehydrierung wurden die
Embryonen für 7-10 min in einer mit Silicagel gefüllten Trockenkammer gelagert. Unver-
züglich nach der Dehydrierung wurden die Embryonen mit Voltalef 10 S-Öl überschichtet.
Schließlich wurden die Embryonen mit 2-5 µl der entsprechenden DNA-Lösung
injiziert. Die Injektion der Embryonen erfolgte innerhalb von 5-10 min (Eppendorf Micro-
injector 5242, p1 = 3700 hPa, p2 = 260 hPa; p3 = 50 hPa, Zeit = 0,6-0,8 s) bei einer
Raumtemperatur von 18-21 °C. Das Injektionsvolumen wurde möglichst gering gehalten, um
ein Auslaufen der Embryonen zu verhindern.
Nach der Injektion wurde das Deckglas samt injizierter Embryonen auf einem Objekt-
träger befestigt und in feuchten Kammern bei 18 °C aufbewahrt. Lebende Larven der
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Parental-Generation (P- oder G0-Generation) schlüpften nach 40-50 Stunden. Die feuchte
Kammer bestand aus einer Petrischale, deren Boden mit feuchten Papiertüchern ausgelegt
war. Bis zu 50 geschlüpfte Larven wurden anschließend vorsichtig mittels einer Präparier-
nadel in einem Tropfen Voltalef 10 S-Öl in Futterröhrchen mit frischer Hefe überführt. In
diesen entwickelten sie sich über 10-12 Tage bei 25 °C bis zum Schlüpfen der Adulttiere.
5.9.2 Etablierung transgener Drosophila-Linien
Nach 10-12 Tagen schlüpften aus den injizierten Embryonen die Fliegen der Parental-
Generation. Der erste Schritt zur Etablierung stabil transformierter, homozygoter Drosophila-
Linien bestand darin, jede Fliege der Parental-Generation einzeln mit Fliegen des
Wirtsstammes yw zu kreuzen. Jedes Männchen wurde mit drei virginellen yw-Weibchen
gekreuzt, bzw. jedes virginelle Weibchen mit drei yw-Männchen. Diese Kreuzung ist
notwendig, da in den injizierten Embryonen lediglich eine Keimbahntransformation
stattfindet, und folglich der Phänotyp der Parental-Generation keine Hinweise auf eine
erfolgreiche Transformation geben kann.
10-12 Tage nach Ansetzen der Einzelpaarkreuzung konnten die Fliegen der nächsten
Generation, der sogenannten F1-Generation, auf heterozygote Transformanten untersucht
werden. Dazu wurden die F1-Fliegen mit CO2 betäubt und die Färbung ihrer Augen mit einer
Stereolupe überprüft. Da als Wirtsstamm yw-Fliegen fungierten und die für die
Transformation benutzten “P”-Element-Transformationsvektoren das mini-white Gen als
Marker trugen, konnten die heterozygoten Transformanten an den pigmentierten Augen
erkannt werden. Diese Transformanten wurden dann erneut mit yw-Fliegen rückgekreuzt und
in der nächsten Generation miteinander verkreuzt. Homozygote Nachkommen letzterer
Kreuzung konnten anhand ihrer intensiven Augenpigmentierung identifiziert werden. Die
Verkreuzung dieser Fliegen resultierte schließlich in der Etablierung stabiler transgener
Linien.
5.9.3 Genetische Kartierung von „P”-Elementen
Das Transposon liegt auf dem X-Chromosom, wenn homozygote „P“-Männchen mit homo-
zygoten, virginellen yw-Weibchen gekreuzt wurden, und deren weibliche Nachkommen alle
Träger des „P”-Elementes (gefärbte Augen) sind, jedoch keines der männlichen Nach-
kommen.
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Um herauszufinden, auf welchem Autosom (d. h. Chromosom 2 oder 3) das
Transposon liegt, wurden homozygote „P“-Männchen mit wm4h; Sco/Cy Roi virginellen
Weibchen gekreuzt. Männliche Nachkommen mit dem Phänotyp „P“, Cy wurden dann jeweils
mit homozygoten, virginellen yw-Weibchen gekreuzt. Segregiert das „P”-Element immer vom
Cy-Marker, liegt das Transposon auf Chromosom 2, segregiert das „P”-Element hingegen
nicht vom Cy-Marker, liegt das Transposon auf Chromossom 3. Die Wahrscheinlichkeit einer
Integration auf dem vierten Chromosom ist aufgrund seiner geringen Größe und
heterochromatischen Beschaffenheit sehr gering.
5.10 Untersuchungen der IPOD-überexprimierenden Drosophila-Linien
5.10.1 Analyse des Phänotyps der IPOD-überexprimierenden Fliegen
Zur Induktion der IPOD-Überexpression in definierten Geweben und während bestimmter
Entwicklungsstadien der Taufliege wurden verschiedene charakterisierte GAL4-Trans-
aktivator-Fliegenstämme mit den verschiedenen UAS-IPOD-Linien gekreuzt. Die Nach-
kommen dieser Kreuzungen wurden dann nach potentiellen Effekten der IPOD-Über-
expression analysiert: Adulttiere wurden unter einer Stereolupe hinsichtlich phänotypischer
Abnormalitäten untersucht und ausgezählt. Dazu gehörten Nachkommen aus Kreuzungen
mit Speicheldrüsen- (salivary gland-GAL4, sgs-GAL4), Imaginalscheiben- (imaginal disc-
GAL4, id-GAL4) sowie Augenimaginalscheiben-spezifisch (eyeless-GAL4, ey-GAL4) GAL4-
exprimierenden Fliegen. Zur Analyse des Effektes einer Überexpression von IPOD auf die
Entwicklung der Fliege wurden des Weiteren GAL4-Treiberstämme benutzt, welche die
ubiquitäre Transaktivierung des UAS-IPOD-Transgens zu unterschiedlichen Zeiten während
der Fliegenentwicklung induzieren: A5CGAL wird während der frühen Embryogenese aktiv,
GawBT80 während des ersten Larvenstadiums, daughterless-GAL4 (da-GAL4), Hitze-
schock-induzierbares heat schock-GAL4 (hs-GAL4) und GAL4-1032 während des dritten
Larvenstadiums sowie GMRGAL in vollständig differenzierten Zellen (Ahmad und Henikoff,
2001). Als Negativ-Kontrolle dienten Nachkommen aus Kreuzungen von homozygoten,
virginellen yw-Weibchen mit homozygoten Männchen des jeweils verwendeten GAL4-
Fliegenstammes.
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5.10.2 Analyse der DNA-Methylierung durch Nachweis von 5-methyl-Cytosin mittels
Kapillar-Elektrophorese
Laser Induced Fluorescence Capillary Electrophoresis (LIF-CE) stellt eine akkurate Methode
zur Analyse von 5-methyl-Cytosin in genomischer DNA dar (Stach et al., 2003). Diese
Methode wurde im Labor von M. Wießler (Abteilung Molekulare Toxikologie, DKFZ
Heidelberg) etabliert und ermöglicht eine sensitive, reproduzierbare und schnelle Detektion
und Quantifizierung von 5-methyl-Cytosin. Sie basiert auf der Trennung von chemisch
derivatisierten Einzelnukleotiden durch Kapillar-Elektrophorese (Schmitz et al., 2002).
Analysiert wurde die genomische DNA von IPOD-überexprimierenden, adulten
Fliegen (F1 von homozygoten, virginellen UAS-IPOD-Weibchen, die mit homozygoten hs-
GAL4-Männchen gekreuzt wurden), die seit dem Puppenstadium einem täglichen Hitze-
schock unterzogen wurden (1 h im 37 °C warmen Wasserbad) und 10 Tage alt waren. Als
Negativ-Kontrolle diente die genomische DNA der Nachkommen aus Kreuzungen von
homozygoten, virginellen yw-Weibchen mit homozygoten hs-GAL4-Männchen, welche die
gleiche Hitzeschock-Behandlung erhielten und im entsprechenden Alter waren.
Zunächst wurden 5 µg genomischer DNA der jeweiligen Probe einer 3-stündigen
enzymatischen Hydrolyse mit einer Mikrokokken-Nuklease (Endonuklease) und einer
Phosphodiesterase (Exonuklease, siehe unten) bei 37 °C unterzogen. Dann erfolgte eine 25-
stündige Derivatisierung der Probe bei 25 °C. Ein pH-unabhängiger Fluoreszenzmarker
(BODIPY‚ FL EDA, Molecular Probes) wurde dabei mit seiner Amingruppe an das 3´-
Phosphat des jeweiligen Nukleotids, welches durch das Aktivierungsreagenz N-(3-Dimethyl-
aminopropyl)-N´-ethylcarbodiimid (EDC) zuvor aktiviert wurde, nukleophil gekoppelt.
Die Analyse der Proben erfolgte mittels Mizellarer Elektrokinetischer Kapillarer
Chromatographie (MEKC) in einer Elektrolytlösung (75 mM SDS in 17 mM Natriumphosphat-
puffer; pH 9,0 mit 15 % Methanol). Die Auftrennung erfolgte bei einem Injektionsdruck von 20
p.s.i. bei 25 °C und einer angelegten Spannung von 20 kV.  Die Detektion mit Laser-
induzierter Fluoreszenz (LIF) erfolgte bei einer Extinktionswellenlänge von 488 nm. Zwischen
jedem Lauf wurde die Kapillare für 60 sec mit 200 mM SDS, für 90 sec mit 1 M Natrium-
hydroxid, für 60 sec mit sterilem Wasser und für 120 sec mit der Elektrolytlösung gespült.
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Abb. 33: Schematische Darstellung der Mizellaren Elektrokinetischen Kapillaren
Chromatographie (MEKC) zur Analyse von 5-methyl-Cytosin in
genomischer DNA. Die Trennung von chemisch derivatisierten Einzel-
nukleotiden erfolgt durch Kapillar-Elektrophorese in einer Elektrolytlösung bei
einer angelegten Spannung von 20 kV. Die Detektion mit Laserinduzierter
Fluoreszenz (LIF) erfolgte bei einer Extinktionswellenlänge von 488 nm.
Behandlung der genomischen DNA: die gDNA wurde in einem 0,5 ml Eppendorf-Reaktions-
gefäß mit Hilfe einer Speed Vac lyophilisiert, in 5 µl H2O
gelöst, 5 µl Enzym-Mix MN/SPD (2,5 mU/µl SPD; 150
mU/µl MN) und 1 µl Puffer A (250 mM HEPES, 100 mM
CaCl2 x 2 H2O pH 6,0, mit NaOH eingestellt) zugeben
und für 3 h bei 37 °C inkubiert. (Endkonzentration: 1,04
mU/µl SPD; 62,50 mU/µl MN; 20,83 nmol/µl HEPES;
8,33 nmol/µl CaCl2 x 2 H2O)
Derivatisierung der Proben: Nach Zugabe von 30 µl frisch angesetztem EDC und 30
µl frisch angesetztem, lichtgeschütztem 25 mM BODIPY
zu 10 µl Probe und 20 µl 0,8 M HEPES-Puffer pH 6,6,
erfolgte eine 25-stündige Inkubation bei 25 °C im
Thermomixer. (Endkonzentration: 650 mM EDC; 9 mM
BODIPY; 341.9 µM Nukleotide; 0,12 mU SPD; 6,94 mU
MN; 713 mM HEPES; 926 µM CaCl2) Die fertigen
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Proben konnten bis zu 6 Monaten bei –20 °C aufbewahrt
werden.
Messung der Probe: Die Probe wurde 1:100 verdünnt (5 µl Probe + 495 µl
steriles Wasser) und mit Hilfe des Bio Focus Integrators
analysiert.
Mikrokokken-Nuklease (MN): 500 Units in wurden in 250 µl dd H2O gelöst und in 10 l
ddH2O für 24 h dialysiert.
Spleen Phosphodiesterase (SPD): 2 mg wurden in 2 ml dd H2O gelöst und in 10 l ddH2O für
24 h dialysiert.
5.10.3 Untersuchungen zur Assoziation des überexprimierten IPOD- sowie des Dnmt2-
Proteins mit polytänen Chromosomen aus Speicheldrüsen
Zunächst wurden 3 bis 4 Larven des dritten Larvenstadiums (herangezogen bei 18 °C auf
Futter mit Frischhefe) in einer 0,7 %-igen NaCl-Lösung gewaschen und ihre Speicheldrüsen
unter einer Stereolupe präpariert. Zur Präparation wurde der die Mundhaken enthaltende
Vorderteil der Larve mit einer Pinzette fixiert und das Hinterteil weggezogen, so dass die
Larve aufriss, wobei die Speicheldrüsen in der Regel bereits herausragten. Diese wurden
von Fett befreit und für 7-12 min in einer Fixierlösung (45 % Eisessig, 5 % Formaldehyd)
inkubiert.
Anschließend wurden die in den fixierten Speicheldrüsen enthaltenen polytänen
Chromosomen auf einem Poly-Lysin-beschichteten Objektträger durch Klopfen auf das
Deckgläschen (mit einem stumpfen Bleistift) und unter gleichzeitigem Drehen des Deck-
gläschens gespreitet und gequetscht. Nach dem Überprüfen der Präparate unter einem
Lichtmikroskop wurden sie in flüssigem Stickstoff eingefroren, und das Deckgläschen wurde
mit Hilfe einer Rasierklinge entfernt. Dann wurden die Präparate zweimal 10 min in PBS und
einmal 10 min in 1 % PBST (PBS, 1 % Tween 20) gewaschen. Daraufhin erfolgte eine 45-
minütige Inkubation der Präparate in einer Blocklösung (PBS, 5 % Trockenmilchpulver).
Nach kurzem Schwenken in PBS erfolgte deren Inkubation mit dem primären Antikörper
(Meerschweinchen Serum D gegen IPOD, 1:200 sowie Kaninchen Serum #2 gegen Dnmt2,
1:200 in PBS, 1 % BSA verdünnt), zunächst 1 h bei RT und dann über Nacht bei 4 °C in
einer feuchten Kammer.
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Am nächsten Tag wurden die Präparate kurz in Blocklösung geschwenkt und dreimal
5 min in Blocklösung geschüttelt. Nach erneutem kurzen Schwenken in Blocklösung erfolgte
die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (Alexa Fluor 488 Ziege anti-Meerschweinchen
bzw. Alexa Fluor 594 Huhn anti-Kaninchen 1:500 in PBS, 2 % Ziegenserum) für 1 h bei RT in
einer feuchten Kammer. Dann wurden die Präparate kurz in PBS geschwenkt und jeweils 10
min mit Waschpuffer A (PBS; 300 mM NaCl; 0,2  % IGEPAL; 0,2 % Tween 20) und B (PBS;
400 mM NaCl; 0,2 % IGEPAL; 0,2 % Tween 20) gewaschen. Nach kurzem Schwenken in
PBS wurden die Präparate für 10 min in einer DAPI-Färbelösung im Dunkeln inkubiert, an-
schließend 10 min in PBS gewaschen und in 40 µl Fluoromount eingbettet. Die Analyse der
Präparate erfolgte am Fluoreszenz-Mikroskop (Leica).
5.10.4 DAPI-Färbung von Speicheldrüsen
Um die Polytän-Chromosomen aus Speicheldrüsen optisch darstellen zu können, wurden die
Präparate mit DAPI (4´, 6´-diamidino-2-phenylindol hydrochlorid) gefärbt. DAPI bindet an AT-
reiche Regionen des Genoms und kann sowohl Euchromatin als auch Heterochromatin
anfärben. Nach der Präparation der Speicheldrüsen für die Doppel-Immunofluoreszenz-
färbung wurde das Präparat für 5 min in 1x PBS gewaschen. Danach wurde mit Hilfe einer
DAPI-Lösung (10 µg/ml in 1x PBS) das Präparat für 10 min im Dunkeln gefärbt.
Anschließend wurde zweimal mit 1x PBS für jeweils 5 min gewaschen. Die Präparate
wurden schließlich mit Fluoromount versiegelt und im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.
5.11 Sequenzanalyse
BLAST ist eine abkürzende Bezeichnung für Basic Local Alignment Search Tool. Die
Sequenzanalyse der erhaltenen Inserts aus den („Beute“)-Plasmiden des Yeast Two-Hybrid
Screens erfolgte mit den unter den folgenden Internet-Adressen zugänglichen Datenbanken:
http://www.flybase.org/blast/;
Die Suche nach IPOD-ähnlichen Proteinen erfolgte mit Hilfe der unter den folgenden
Internet-Adressen zugänglichen Datenbanken:
http://species.flybase.net/blast; http://www.ensembl.org/Anopheles_gambiae/;
http://genes.mit.edu/GENSCAN.html; http://www.flybase.org/blast/;
http://www.ncbi.clm.nih.gov/BLAST/; http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/blast/blast.cgi/;
http://skonops.imbb.forth.gr/cgi-bin/blast.pl;
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Ein Vergleich von Proteinsequenzen wurde mit Hilfe von BLAST 2 SEQUENCES
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/b2seq/bl2.html) durchgeführt. Ein Alignment der Proteine
erfolgte durch CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Konservierte Aminosäure-Reste
wurden mit BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) hervorge-
hoben.
5.12 RNA-Interferenz (RNAi) in Drosophila Embryonen
RNA-Interferenz (RNAi) ist ein erst kürzlich entdecktes Phänomen, das die Genfunktion in
zahlreichen Organismen wie Pflanzen, Nematoden, Taufliegen, Zebrafischen und Mäusen
beeinflusst (Kennerdell und Carthew, 1998). In von Erregern befallenen Zellen stellt die
RNA-Interferenz einen zellulären Abwehrmechanismus gegen doppeslsträngige (ds) RNA
dieser Erreger dar, der die Expression der kodierten artfremden Gene kontrolliert bzw.
unterdrückt. Durch das evolutionär konservierte RNase III-Enzym „Dicer“ (Bernstein et al.,
2001) wird diese dsRNA zu sogenannten „small interfering“ RNA- (siRNA-) Fragmenten
verdaut, die eine Länge von 21-13 bp aufweisen. Nach dem Einbau dieser siRNAs in den
Ribonukleoprotein-Komplex „RISC“ („RNA-induced silencing complex“) wird die siRNA-
Duplex in einer ATP-abhängigen Reaktion durch eine mit dem Komplex assoziierte Helikase
entwunden. Die nun einzelsträngige siRNA ist an der Zielsteuerung des RISC an komple-
mentäre mRNA-Moleküle beteiligt und vermittelt dort deren Abbau über einen noch unbe-
kannten Mechanismus (Hammond et al., 2001; Elbashir et al., 2001). Darauf beruhend
wurde die Methode der RNA-Interferenz (RNAi) zur spezifischen Reduktion der Expression
eines Zielgens entwickelt. Die Injektion von dsRNA, die eine zu einem Gen oder zu einem
Abschnitt eines Gens komplementäre Sequenz aufweist, führt in den betroffenen Zellen zu
einem raschen Abbau der mRNA des entsprechenden Gens. Dabei bleibt der Effekt der
dsRNA allerdings nicht stabil (Montgomery et al., 2004). Um den RNAi-Effekt dauerhaft
aufrechtzuerhalten, können jedoch Transgene hergestellt werden, die für eine RNA kodieren,
welche sich mit sich selbst zu einer Doppelstrangstruktur (Duplex) faltet. Die beiden komple-
mentären RNA-Sequenzen sind hierfür durch eine Haarnadelstruktur miteinander verbunden
(Kennerdell und Carthew, 2000). Diese Ansätze bieten die Möglichkeit, Gene spezifisch zu
reprimieren, ohne die endogene Sequenz des Gens zu verändern. So stellt die Mikroinjektion
von dsRNA in Drosophila Embryonen eine effiziente Methode zur Herstellung von „knock-
down“ Mutanten dar (Kennerdell und Carthew, 1998).
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5.12.1 Haltung der Fliegen
Die Haltung der OrR (Wildtyp) Fliegen erfolgte wie in Kapitel 5.9.1.1 bereits beschrieben. Die
Herabsetzung der Haltungstemperatur von 25 °C auf 18 °C führt zu einer Verlangsamung
der Embryonal-entwicklung um den Faktor 1,8. Für das Gelingen der RNA-Interferenz (RNAi)
ist dies von entscheidender Bedeutung, da nur Embryonen zur Mikroinjektion verwendet
werden können, die sich noch nicht im Entwicklungsstadium des „zellulären Blastoderms“
befinden. Die Bildung der Zellmembranen setzt im Falle des für die Mikroinjektion
verwendeten OrR-Stammes (Wildtyp) bei 18 °C nach rund 90 min ein. Demnach mussten
sämtliche der nachfolgend beschriebenen Schritte innerhalb dieser Zeit vollzogen werden,
um möglichst viele RNAi-kompetente Embryonen zu gewinnen.
5.12.2 Herstellung der Injektionslösung
Zunächst wurde die für IPOD kodierende DNA im Vektor pDD einem NotI- bzw. BamHI-
Restriktionsverdau unterzogen und die linearisierten Fragmente über ein präparatives
Agarosegel und anschließende Aufreinigung mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kits
(QIAGEN, Hilden, D) gewonnen.
Dann erfolgte eine in vitro Transkription von IPOD ssRNA mit Hilfe des MegaScript
Kits nach Angaben des Herstellers (Ambion):
10x Reaktionspuffer 2 µl
ATP-Lösung (75 mM, T3 oder T7) 2 µl
CTP-Lösung (75 mM, T3 oder T7) 2 µl
GTP-Lösung (75 mM, T3 oder T7) 2 µl
UTP-Lösung (75 mM, T3 oder T7) 2 µl
linearisierte Matrizen-DNA (ca. 1µg Endk.) 8 µl
Enzym-Mix 2 µl
Dieser Reaktionsansatz wurde gut gemischt und für 2 h bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Nun erfolgte die Termination der in vitro Transkription und Fällung der ssRNA
durch Zugabe von 25 µl Lithiumchlorid-Präzipitationslösung und 30 µl Nuklease-freiem H2O.
Nach sorgfältigem Mischen der Probe wurde diese für 20 min bei –30 °C eingefroren und
anschließend für 15 min bei 13 200 Upm und 4 °C abzentrifugiert, um die RNA zu sedi-
mentieren. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen,
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erneut sedimentiert und getrocknet. Schließlich wurde das IPOD ssRNA-Pellet in 50 µl 1x
Injektionspuffer (5 mM KCl; 0,1 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 6,8) aufgenommen.
Zur Überprüfung der IPOD ssRNA wurden 2 µl der Probe mit 10 µl 2x denatur-
ierenden RNA-Ladepuffer versehen, 5 min bei 70 °C inkubiert, anschließend sofort auf Eis
gestellt und auf einem Agarosegel analysiert.
Zur Herstellung von IPOD dsRNA wurden T3- bzw. T7-IPOD ssRNA in äquimolaren
Mengen vermischt, für circa 10 min in 95 °C warmes Wasser gegeben und dann langsam auf
Raumtemperatur abgekühlt. 5 µl der IPOD dsRNA wurden auf einem Agarosegel überprüft,
die Konzentration der restlichen IPOD dsRNA-Lösung wurde zunächst photometrisch
bestimmt, dann wurde sie aliquotiert und bei –80 °C bis zum späteren Gebrauch gelagert.
Die Herstellung der CG11840 dsRNA und Dnmt2 dsRNA erfolgte entsprechend (Kunert et
al., 2003).
5.12.3 RNA-Interferenz (RNAi) durch Mikroinjektion von dsRNA in Drosophila
Embryonen
Die Beladung der Injektionsnadel erfolgte wie bereits in 5.9.1.3 beschrieben, die übrigen
Arbeitsschritte gemäß 5.9.1.4. Schließlich wurden die Embryonen mit 2-5 µl der
entsprechenden dsRNA-Lösung mikroinjiziert. Die Mikroinjektion in den mittleren Teil der
Embryonen erfolgte innerhalb von 5-10 min (Eppendorf Microinjector 5242, p1 = 3700 hPa,
p2 = 260 hPa; p3 = 50 hPa, Zeit = 0,6- 0,8 s) bei einer Raumtemperatur von 18-21 °C. Das
Injektionsvolumen wurde möglichst gering gehalten, um ein Auslaufen der Embryonen zu
verhindern.
Für eine Immunofluoreszenz-Analyse wurden die mikroinjizierten Embryonen 3 h lang
bei 25 °C inkubiert, mit 100 % n-Heptan vom Klebstoff befreit und, wie bereits in Kapitel 5.8
beschrieben, fixiert, permeabilisiert und gefärbt.
Nach der Injektion wurde der Objektträger mitsamt der injizierten Embryonen in einer
feuchten Kammer bei 25 °C aufbewahrt. Lebende Larven der Parental-Generation (P- oder
G0-Generation) schlüpften nach 40-50 Stunden. Bis zu 50 geschlüpfte Larven wurden jeweils
vorsichtig mittels einer Präpariernadel in einem Tropfen Voltalef 10 S-Öl in Futterröhrchen
mit frischer Hefe überführt. In diesen entwickelten sie sich über 10-12 Tage bei 25 °C bis
zum Schlüpfen der Adulttiere.
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6. Abkürzungsverzeichnis
6.1 Abkürzungen
A Adenin
Abb. Abbildung
APS Ammoniumpersulfat
Arg Arginin
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
BSA Bovine Serum Albumine (Rinderserum Albumin)
bzw. beziehungsweise
C Cytosin
ca. circa
cDNA komplementäre Deoxyribonukleinsäure
d.h. das heißt
DNA Deoxyribonucleinsäure
DNase Deoxyribonuklease
ds doppelsträngige
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EST expressed sequence tag
et al. et alii
G Guanin
Glu Glutaminsäure
Gly Glycin
h Stunde(n)
HEPES N(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N´-(2-Ethan-Sulfonsäure)
Ig Immunoglobin
kb Kilobasen (-paare)
kDa Kilodalton
l Liter
Leu Leucin
M Molar
mA Milliampere
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Mb Megabasen (-paare)
MG Molekulargewicht
mg Milligramm
min Minute(n)
ml Milliliter
mM Millimolar
mRNA messenger RNA
mV Millivollt
N Adenin / Cytosin / Guanin / Thymin
NaAc Natriumacetat
ng Nanogramm
nm Nanometer
nt Nukleotid(e)
ODx Optische Dichte bei einer Wellenlänge von x nm
ORF Open reading frame (offenes Leseraster)
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte
Kochsalzlösung)
PBS-TX PBS mit Triton-X-100
PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Ketten-
Reaktion)
pH pH-Wert
pos. positiv
RNA Ribonukleinsäure
RNAi RNA-Interferenz
RNase Ribonuklease
RT Raumtemperatur
s. siehe
SDS Sodium Salt (Lauryl Sulfat)
sec Sekunde(n)
Ser Serin
sog. sogenannt
ss einzelsträngige
SSC Saline-Sodium Citrate (Kochsalz-Natriumcitratlösung)
T Thymin
Tab. Tabelle
TAE Tris-Azetat-EDTA-Puffer
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TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
TBST Tris buffered saline-Tween 20 (Tris-gepufferte
Kochsalzlösung mit Tween 20)
TE Tris-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethyldiamin
Thr Threonin
Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Upm Umdrehungen pro Minute
usw. und so weiter
UTR untranslatierte Region
UV ultraviolett
V Volt
vgl. vergleiche
Vol Volumen
z. B. zum Beispiel
µg Mikrogramm
µl Mikroliter
µM Mikromolar
Ein- und Dreibuchstabencode der proteinogenen Aminosäuren
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsäure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsäure Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
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Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Val
6.2 Two-Hybrid Terminologie
AD / „library“ eine Fusion der GAL4-Aktivierungsdomäne (AD) mit
einem „Beute“-Protein aus der Bibliothek;
DNA-BD / „bait“ eine Fusion der GAL4 DNA-Bindedomäne (BD) mit einem
„Köder“-Protein (bait);
SD Medium Synthetisches Minimalmedium (Minimal Synthetic
Dropout medium); beinhalted eine Stickstoff-Base, eine
Kohlenstoff-Quelle (Glukose oder Galaktose), und eine
Dropout (DO)-Nahrungsmittelergänzung;
6.4 Hefe Phänotypen
Ade-, His-, Leu-, oder Trp- benötigt Adenin (Ade), Histidin (His), Leucin (Leu), oder
Tryptophan (Trp) im Medium zum Wachsen; ist auxotroph
für wenigstens eine dieser spezifischen Nährstoffe;
Ade+ exprimiert das ADE2-Reporter-Gen, d. h. benötigt nicht
Adenin im Medium zum Wachsen;
His+ exprimiert das HIS3-Reporter-Gen, d. h. benötigt nicht
Histidin im Medium zum Wachsen;
LacZ+ exprimiert das LacZ-Reporter-Gen, d. h. ist positiv für b-
Galaktosidase-Aktivität;
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8. Anhang
Tab. 6: Detaillierte Auflistung der Klone mit potentiellen Dnmt2-Interaktions-
partnern, die in dem in 2.2 beschriebenen Yeast Two-Hybrid Screen
identifiziert wurden.
Bezeichnung
des Klons
Gen Zugangs-
Nummer
Chromosomale
Lokalisation
Vermutliche
biologische
Funktion
Klon_1 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_2 CG6877,
Draut1
AE003519 Chromosom 3L, 75D8 Autophagozytose
Klon_3 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_4 CG5504,
l(2)tid
undef. undef. Tumorsuppressor
Klon_6 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_7 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_8 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_9 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_10 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_11 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_12 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_13 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_14 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_15 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_16 CG17271 AE003732 Chromosom 3R, 93AI Calciumionen
bindend
Klon_17 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_18 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_19 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_20 mt:ATPase6 undef. undef. Mitochondriale
ATPase UE6
Klon_21 CG8193 AE003835 Chromosom 2R, 45AI Immunabwehr
Klon_22 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_23 CG4788 AE003631 Chromosom 2L, 32E1 unbekannt
Klon_24 CG9373 AE003683 Chromosom 3R, 85D18 RNA bindend
Klon_25 CG9373 AE003683 Chromosom 3R, 85D18 RNA bindend
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Bezeichnung
des Klons
Gen Zugangs-
Nummer
Chromosomale
Lokalisation
Vermutliche
biologische
Funktion
Klon_26 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_27 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_28 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_29 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_30 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_31 CG2961 AE003449 x-Chromosom, 9B4 unbekannt
Klon_32 CG9373 AE003683 Chromosom 3R, 85D18 RNA bindend
Die den interagierenden Konstrukten des Yeast Two-Hybrid Screens entsprechenden Daten-
bank-Sequenzen wurden unter dem Begriff „Gen“ aufgelistet. Die „Zugangs-Nummer“ gibt
die jeweilige „GenBank“-Datenbank-Nummer (accession number) an, des Weiteren ist die
kartierte chromosomale Lokalisation sowie gegebenenfalls die bekannte biologische
Funktion der Gen-Produkte aufgeführt.
Abb. 34: Co-Fraktionierung von Dnmt2 und IPOD in embryonalen Drosophila
Extrakten. Kernextrakte wurden aus 0-12 h alten Embryonen hergestellt und
durch Gel-Filtration mit Hilfe einer Superose 6-Säule wurden die darin
enthaltenden Proteine nach ihrer Größe fraktioniert. In einem Western Blot
gelang der Nachweis, dass Dnmt2 mit IPOD in den Fraktionen Nummer 29 bis
31 co-fraktioniert, die einem Molekulargewicht von ca. 200 kDa entsprechen.
Die Größe der Molekulargewichts-Markerproteine Dextran (2,0 MDa),
Thyroglobulin (669 kDa), Apoferritin (443 kDa) und Rinderserum Albumin (66
kDa) ist angegeben (Joachim Marhold).
Ein Kernextrakt aus 0-12 h alten Drosophila Embryonen wurde wie bereits zuvor
beschrieben hergestellt (Brehm et al., 2000). Anschließend wurde der Extrakt durch
Zentrifugieren und darauf folgendes Passagieren durch einen 200 µm-Filter gereinigt. 200 µl
- 40 kDa
- 35 kDa
 17   19    21     23     25    27    29     31   33     35
Dnmt2
IPOD
669 kDa     443 kDa        66 kDa
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dieses gereinigten Extraktes wurden auf eine Superose 6 HR 10/30 Gel-Filtrationssäule
(Amersham Biosciences, Freiburg, D) geladen und in 20 mM Hepes pH 7,6 und 300 mM KCl
mit einem Äkta-Puffersystem nach Angaben des Herstellers eluiert (Amersham Biosciences,
Freiburg, D). Die einzelnen Fraktionen wurden im Western Blot auf die Anwesenheit von
Dnmt2 bzw. IPOD hin überprüft.
 
Abb. 35: Immunologischer Nachweis der A5CGAL-induzierten Überexpression
des IPOD-Proteins. Doppel-Immunofluoreszenzfärbungen von UAS-IPOD/+;
A5CGAL/+ Drosophila Embryonen mit a-IPOD- (grün) und a-GAL4- (rot)
Antiseren sowie DAPI zur optischen Darstellung von DNA (blau) resultierten in
einem starken IPOD-Signal in GAL4-exprimierenden Embryonen (hervor-
gehoben durch weiße Pfeilspitzen). Die Intensität des IPOD-Signals in
Embryonen, welche GAL4 nicht exprimierten (hervorgehoben durch eine
gestrichelte weiße Linie), war deutlich schwächer.
Für einen immunologischen Nachweis der A5CGAL-induzierten Überexpression des
IPOD-Proteins in Drosophila Embryonen der F1-Generation aus Kreuzungen von
homozygoten UAS-IPOD Weibchen mit A5CGAL/CyO Männchen wurden diese einer
Doppel-Immunofluoreszenzfärbung mit dem a-IPOD-Antiserum und einem a-GAL4-
Antikörper unterzogen (siehe Abb. 35). Eine Analyse am Mikroskop zeigte, dass Embryonen,
die ein starkes GAL4-Signal aufwiesen und somit das GAL4-Protein ektopisch exprimierten,
im Gegensatz zu nicht GAL4-exprimierenden Individuen ein deutlich stärkeres IPOD-Signal
aufwiesen (siehe Abb. 35). Diese Ergebnisse bestätigen die Spezifität des a- IPOD
Antiserums und die A5CGAL-induzierte Überexpression des IPOD-Proteins während früher
Stadien der Drosophila Embryonalentwicklung.
a-IPOD a-GAL4   DNA (DAPI)
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